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Esta investigación tiene por objetivo el análisis microbiológico y determinar la resistencia microbiana 
de la leche cruda expendida en el mercado de Santa Rosa de la ciudad de Riobamba, el proceso de 
recolección y transporte de muestras se realizó por la Norma NTE INEN 004, evaluando siete puntos 
de expendio por tres semanas consecutivas, mediante  técnicas validadas para  el recuento en 
Petrifilm, Normas NTE INEN y el Reglamento Técnico RTCR: 401-2006, analizándose 
Staphylococcus aureus, Coliformes totales,  Escherichia coli y Aerobios mesófilos,  preparando una 
solución madre y tres disoluciones sucesivas, posteriormente la inoculación, incubación y recuento 
en placas Petrifilm 3M, la confirmación en medios de cultivo en placas Petri y  microscopia por 
tinción Gram, obteniendo los siguientes resultados en promedio 5,1x104 UFC/mL de Staphylococcus 
aureus, 26,6 x104 UFC/mL de Coliformes totales, 21,5x104 UFC/mL de Escherichia coli, y 100,9x104 
UFC/mL de Aerobios mesófilos, de donde al compararlos con los máximos permisibles de las 
respectivas Normas, a excepción de Aerobios mesófilos todos los demás microorganismo se 
encuentran muy por encima del valor permitido, en el análisis estadístico se aplicó ANOVA el cual 
mostró que  la contaminación es similar entre los puntos de expendio así como también entre los 
muestreos.  Se realizó las pruebas de resistencia a antimicrobianos, en donde las cepas de Escherichia 
coli presentaron resistencia a penicilina en un 62% y ampicilina en un 57%, cepas aisladas de 
Staphylococcus aureus presentaron resistencia a penicilina en un 76%,  ampicilina en un 47% y 
Amoxicilina en un 6%, todo esto muestra las condiciones higiénico sanitarias deprimentes bajo las 
cuales es extraída, transportada y expendida la leche cruda,  métodos de manipulación inadecuados, 
falta de aseo en los envases y utensilios, por lo cual se puede afirmar que este alimento no es apto 
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En el Ecuador una de las provincias que cuenta con una variedad de elevaciones y montañas es 
Chimborazo, cuenta con 612.421 habitantes (INEC, 2010) que son beneficiarios de una parte de la 
producción lechera de la provincia a través de la industrialización de la misma en empresas lácteas,  
pero existe una parte de esta producción de leche que no llega a dicha industrialización, es obtenida 
de manera artesanal para su posterior comercialización en los mercados de la ciudad, cabe recalcar 
que esta provincia se dedica a la agricultura y ganadería teniendo una importante producción de leche. 
 
“Víctor Proaño” mejor conocido como el Mercado Santa Rosa es un mercado muy popular por estar 
en el centro de la ciudad, ubicado en el barrio de Santa Rosa, en las calles Villarroel, entre Pichincha 
y Rocafuerte, este es uno de los mercados más visitados por la ciudadanía y por ende el más 
concurrido sobre todo en los días de feria, debido que en este mercado se encuentran una variedad de 
artículos y un sinnúmero de productos alimenticios, uno de ellos es la leche, un alimento que 
pertenece a la canasta básica e infaltable  en la mesa para el consumo. 
 
La leche expendida libremente en el mercado Santa Rosa es obtenida artesanalmente, por lo que no 
se puede garantizar su inocuidad o calidad, ésta no tiene las condiciones higiénicas necesarias, 
métodos de manejo de alimentos, no trabajan con un medio de transporte adecuado, no utilizan cadena 
de frío o ninguna norma de procesamiento como Buenas Prácticas de Higiene o Manufactura. 
 
La leche cruda se ordeña en pueblos a gran distancia del mercado donde se expende, lo que conlleva 
a que pase por condiciones de humedad, temperatura, ambiente y a que este producto sea más 
susceptible de contaminación, lo que favorece el crecimiento bacteriano, produciendo alteraciones 
tanto físicas, químicas y microbiota en la leche, obteniendo como resultado un alimento de baja 
calidad y no inocuo, el mismo que puede resultar de gran riesgo para el consumo humano. 
 
Los expendedores son de un estrato social y económico bajo, por lo tanto, no tienen ningún tipo de 
educación ni conocimiento técnico para poder extraer, transportar, conservar y vender la leche, razón 
por la cual este alimento puede estar o no contaminado, también podemos denotar la ética de los 
expendedores, ya que pueden adulterar el producto con agua, harina, almidón u otros productos, así 
como vender leche de días anteriores. 
Es imprescindible también notar que los ganaderos de la provincia de Chimborazo utilizan grandes 
cantidades de antibióticos para el tratamiento de enfermedades, una de ellas la mastitis causada por 
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el Staphylococcus aureus, tratada con antibióticos utilizados de manera inadecuada, y en dosis 
desproporcionadas, tomando en cuenta que los medicamentos utilizados no son recetados por un 
médico veterinario, sino más bien son utilizados de manera empírica por los ganaderos. 
 
La suma de los factores anteriormente mencionados genera con el transcurso del tiempo un desarrollo 
de resistencia por parte de los microorganismos tratados, tanto en los mismos bovinos, así como 
también en los humanos, que consumen los derivados lácteos que se han obtenido de estos vacunos, 
lo cual conlleva a un uso irracional de medicamentos. 
 
Todo esto afecta directamente a los consumidores, ya que adquieren Enfermedades de transmisión 
alimentaria (ETAs), intoxicaciones, infecciones, toxiinfecciones, así como también el desarrollo de 
resistencia por parte de microorganismos, lo cual requiere de nuevas consideraciones en las terapias 
y la utilización de fármacos de generaciones más avanzadas al momento de tratarlas. 
 
Las enfermedades de transmisión alimentaria cada año se estima que cobran la vida de 2200000 
personas a nivel mundial en su mayoría niños (OMS, 2016). Los niños menores de 5 años están 
propensos a sufrir de enfermedades de transmisión alimentaria, 125.000 niños mueren cada año de 
enfermedades de transmisión alimentaria (OMS, 2015). 
 
La leche al poseer una gran calidad nutritiva, al contener proteínas, vitaminas, minerales y otros 
nutrientes, también es un excelente medio para el crecimiento y propagación de la microbiota, por lo 
que se debe tener medidas de seguridad que permitan obtener un producto inocuo y de calidad, un 
sistema de manejo durante toda la cadena agroalimentaria. 
 
Por las razones mencionadas, el Análisis microbiológico y resistencia microbiana de Staphylococcus 
aureus y Escherichia coli presentes en la leche cruda que se expende en el mercado de Santa Rosa, 
es necesario ya que nos permitió conocer la microbiota  que presenta mayor prevalencia, así como si 
son patógenos o no, además de determinar la resistencia que estos microorganismos presentan ante 
un antibiótico establecido, y así sugerir posibles cambios a las terapéuticas utilizadas en el tratamiento 
de ETAs, infecciones gastrointestinales entre otras, así prevenir el aparecimiento de éstas por medio 
del uso correcto de los medicamentos veterinarios. 
  
El expendio libre de la leche cruda en el mercado de Santa Rosa por diversos artesanos de la provincia 
de Chimborazo al no pasar por una industrialización, las distintas personas que la consumen no tienen 
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una seguridad del producto, debido a que este producto no pasa por una análisis físico, químico o 
microbiológico lo cual representa un riesgo para las personas que habitan en Riobamba. 
 
Es de radical importancia conocer la carga microbiana de la leche cruda que se expende en dicho 
mercado puesto que existe mucha gente que la consume y al hacerlo podemos identificar los puntos 
de riesgo de contaminación de la misma y evitarla, ya que esto puede generar diversas patologías 
como ETAs, gastroenteritis, salmonelosis, parasitosis, enfermedades diarreicas a través de la 
obtención del aseguramiento de un producto alimenticio higiénico de alta calidad. 
 
La leche cruda al ser un producto propenso a contaminación, las ordenanzas municipales prohíben su 
venta libre, estos son los encargados del cumplimiento y vigilancia en los mercados y tiendas de 
expendio, a pesar de todo esto se sigue vendiendo leche cruda no solamente en el Mercado Santa 
Rosa sino también en otros mercados de la ciudad, así como también en múltiples tiendas. 
 
En vista de factores mencionados, se realizó la investigación  “Análisis Microbiológico y Resistencia 
a antimicrobianos de la leche cruda en el mercado Santa Rosa, ciudad de Riobamba” y se capacitó a 
los comercializadores por medio de charlas y trípticos en temas de sanidad alimentaria,   buenas 
prácticas de higiene, uso racional de medicamentos, enfermedades de transmisión alimentaria,  
cadenas agroalimentarias,   entre otros, con la finalidad de que  tanto expendedores y ganaderos 
productores de leche mejoren y optimicen sus procedimientos y puedan ofrecer a la ciudadanía un 













1. MARCO TEÓRICO 
 
1.1. Enfermedades transmitidas por alimentos 
 
Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) son principalmente trastornos en el tracto 
intestinal, con diarrea, vómito y dolores abdominales, entre otros síntomas externos al tubo digestivo 
como mareos, visión borrosa y dolor de cabeza. 
 
Estas enfermedades son causadas por la deglución de alimentos que contienen considerables 
cantidades de bacterias infecciosas y patógenas (nocivas o dañinas para el organismo) así como 
también de productos tóxicos (venenos o sustancias químicas) que se producen por el crecimiento o 
duplicación y desarrollo de éstas en el organismo humano afectando a su bioorgánica. (Bravo, 2004, pp. 
12-13). 
 
Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) son un problema que debe ser tomado en 
cuenta en el ámbito de carácter social, económico, tecnológico, político y cultural.  
 
Todo esto por ser una complicación que se repite en los países subdesarrollados o en vías de 
desarrollo, principalmente debido a sus ineficientes sistemas higiénico sanitarios, las autoridades e 
instancias gubernamentales y otras instituciones afines que no están organizadas, tanto del sector 
público como privado, las cuales deberían  dirigir campañas de vigilancia continua con la finalidad 
de prevenir o corregir escenarios que pueden ser peligrosos y que pueden afectar la salud de la 
población en general. (FAO, 2009) 
 
Los casos de  enfermedades transmitidas por los alimentos registrados, ya sean intoxicaciones o 
infecciones bacterianas o parasitarias, o una combinación de las mismas (infecto-intoxicación) cuales 
quiera sea el caso, son bastante frecuentes y afligen sobre todo a grupos sociales económicamente 
pobres o de bajos recursos, por razones económicas, la mayoría de veces tienen acceso a alimentos 
de bajo costo y de calidad e inocuidad deficiente o de dudosa procedencia que pone en peligro directo 




La complicación de las enfermedades transmitidas por los alimentos no es solamente el daño físico, 
sino que causan otros perjuicios, si bien en algunas ocasiones puede ser fatal, también tienen un 
impacto socioeconómico negativo que denigra a la sociedad o población afectada en estos casos por 
los alimentos consumidos.  
 
Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) son el caso en donde una persona enferma 
además de representar un peligro que conlleva como vector de contaminación, presenta una 
disminución en el rendimiento de sus actividades de trabajo o laborales, causa su inasistencia al 
trabajo,  estudio u ocupación que éste lleve  y frena la generación de riqueza y desarrollo, incurre en 
gastos medicinales y terapéutica, ya sea por el servicio médico en el sector público o privado al que 
tenga acceso el paciente, con un impacto negativo. (FAO, 2009) 
 
1.1.1. Tipos de Enfermedades de Transmisión Alimentaria 
 
La leche por ser un alimento muy completo en su contenido de proteínas, minerales, vitaminas y 
grasas, es un medio ideal para el crecimiento de microorganismos, los cuales en caso de no ser 
eliminados, existirá un crecimiento y desarrollo hasta el punto en donde pueden convertirse en un 
riesgo potencial para los consumidores. (Bravo, 2004, pp. 12-13). 
 
Así mismo la leche o cualquier otro derivado lácteo puede ser un vehículo de enfermedades 
(microorganismos) que pueden afectar a las personas quienes lo consuman, por lo que es de vital 
importancia los controles de calidad necesarios en los procesos de la industrialización (manufactura, 
embalaje, transporte y comercialización) que parten en la granja y culminan en el consumidor final. 
(Gómez, 2005) 
 
Los tipos de enfermedades transmitidas por alimentos son infecciones, intoxicaciones, 










Gráfico N° 1-1: Tipos de enfermedades transmitidas por alimentos  
 
 
Fuente: OMS, 2016 
 
 
Estas enfermedades presentan una serie de síntomas a nivel digestivo como diarrea, vómito, náuseas 
que pueden llegar a deshidratación grave o síntomas neurológicos como son fiebres de malta, 
temblores o nerviosismo y llegar incluso al fallecimiento de la persona, quien ha consumido dicho 
alimento contaminado (OMS, 2016). 
 
Las presencias de estos síntomas pueden modificarse dependiendo de la proporción de bacterias o de 
toxinas que estén presentes en el alimento al momento de la ingestión, así como también de la cantidad 
de alimento consumido y del estado anímico y de salud de la persona, entre otros factores como los 
genéticos incluso, ya que muchas personas pueden asimilar sustancias toxicas mejor que otras. (OMS, 
2016). 
 
Para las personas con una condición saludable, la mayoría de las enfermedades de transmisión 
alimentaria son enfermedades transitorias, que sólo duran un par de días o momentos  y sin ningún 
tipo de complicación o trastorno grave, pero para las personas más susceptibles o con sistemas 






















que ya se encuentran enfermos pueden ser más severas, dejar secuelas o incluso hasta provocar la 
muerte del individuo. (ANMAT, 2007) 
 
1.2. Leche  
 
“Es el producto de la secreción mamaria normal obtenida de animales bovinos lecheros (vacas) sanos, 
extraída durante uno o más ordeños en el día, siendo completos e ininterrumpidos, que deberán ser 
higiénicos sin ningún tipo de adición de sustancias extrañas o extracción de componentes propios de 




Figura 1-1: Venta de leche cruda 
Fuente: Trujillo C. 2016  
 
Se concibe como leche, al producto integral del ordeño completo e ininterrumpido, en condiciones 
de higiene y salubridad que da la vaca lechera en buen estado de salud y alimentación, mantenida al 
campo y sin agregar aditivos de ninguna especie, además no se considera leche al fluido extraído 










1.2.1. Leche cruda 
 
Es la leche que no ha sido sometida a ningún tipo de procesamiento o calentamiento, es decir su 
temperatura no ha superado la de la leche inmediatamente después de ser extraída de la ubre de la 
vaca (no más de 40°C) (OMS, 2015). 
 
La leche es un alimento muy completo por su alto contenido en proteínas, minerales y vitaminas, por 
lo que resulta para los microorganismos un medio de crecimiento idóneo y excelente, que permite el 
desarrollo de los microorganismos, los cuales son  favorecidos más todavía por la temperatura 
ambiente y además es un vector de enfermedades e intoxicaciones alimentarias, (OMS, 2015) es decir 
pueden transmitirse infecciones (por medio de los microorganismos) que padecen los mamíferos al 
hombre por medio dl consumo del producto lácteo. 
 
1.2.2. Componentes de la leche 
 
La leche de los bovinos es una compleja mezcla de diversas sustancias, que se encuentran en 
suspensión o emulsión y otras en forma de solución verdadera las cuales presentan sustancias 










La cantidad de los componentes sólidos totales y en general de todos pueden variar por múltiples 
factores como lo son: la raza, el tipo de alimentación o pasto consumido, el medio ambiente en el cual 
viven las vacas y el estado higiénico sanitario de la vaca entre otros. (Gómez, 2005) 
 
La leche de vaca es un alimento de primera necesidad, es decir de la canasta básica por lo que es 
consumida diariamente por la mayoría de la población. Además es de gran demanda por su alto valor 
nutricional lo cual se puede observar en sus componentes, es considerada un alimento básico y 
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totalmente indispensable que nunca debe faltar en la dieta de niños, ancianos, enfermos, y en general 
de toda la población. (Gómez, 2005) 
 
Desde un punto de vista químico la leche de vaca se la puede definir como un líquido blanco 
opalescente, de sabor ligeramente dulce, de olor característico, que tiene un pH cercano a la 
neutralidad que es 6.8.  
 
Los principales componentes de la leche se describen a continuación, importante recalcar que los 
porcentajes de los valores pueden variar en base a diversos factores como los que ya se mencionaron 
anteriormente: 
 
Tabla Nº 1-1: Composición de la leche   











La leche contiene aproximadamente un 87% de agua y se encuentra de dos formas: ligada y libre. La 
parte del agua ligada representa más o menos un 3%, y es la que se encuentra suspendida en las 
sustancias que no son parte de una solución verdadera, como en el caso de las grasas y las proteínas, 
mientras que el agua que se encuentra libre está en los demás componentes en diferentes formas de 







La grasa láctea soluble que se encuentra en la leche se presenta como grasa butírica; es insoluble en 
el agua, ya que se encuentran como pequeñas esferas llamados glóbulos grasos y forman una emulsión 
con el agua. (Gómez, 2014, pp. 45-46.) 
 
Por lo que la leche cruda es una emulsión inestable de grasa en agua, razón por la cual con la presencia 
de bacterias se fermenta fácilmente, transformando la lactosa un hidrato de carbono en el ácido 
láctico. (Bravo, 2004, pp. 12-13). 
 
Con el paso del tiempo la grasa se estratifica y se transforma en nata. La cantidad y calidad de la grasa 
butírica en la leche está en dependencia de la raza y la alimentación de la vaca, que contribuye mucho 
en el sabor y a las propiedades físicas y químicas de la leche y los productos lácteos que se deriven 




Los sólidos totales representan el 13% del contenido lácteo y se divide en sólidos grasos (grasa) 
aproximadamente un 3.5% y sólidos no grasos que son cerca del 9.5%. a continuación, se describen 

















Sólidos No Grasos 
 
Gráfico N° 2-1: Sólidos no grasos en la leche. 
 
 
Fuente: Gómez, 2014, pp. 45-46. 
 
1.3. Contaminación de la leche 
 
Existen diferentes microorganismos que pueden alcanzar la leche por dos vías principales: 
 
 Vía mamaria  




Los microorganismos que pueden alcanzar la ubre de la vaca, de igual manera pueden llegar a 
contaminar la leche antes durante o después del ordeño. Estos microorganismos pueden alcanzar la 
leche por vía mamaria ascendente o mamaria descendente a la ubre, es decir infectando desde afuera, 
el medio externo o sistémicamente desde adentro (sangre). Por la vía ascendente lo hacen bacterias 




































de la ubre, aquí encontramos a bacterias como el Staphylococcus aureus y familia de Coliformes. 
(Gómez, 2005) 
 
Por la vía descendente pueden ingresar los microorganismos que pueden causar enfermedades o 
infecciones sistémicas las que se movilizan por la sangre o sistema linfático y a través de los capilares 
mamarios llegan a infectar la ubre, dentro de este tipo de bacterias tenemos a las Salmonellas y 




La contaminación de la leche por medio externo puede ocurrir una vez que la misma ha sido extraída 
de la glándula mamaria de la vaca, los contaminantes pueden ser los utensilios, tanques de 
almacenamiento, transporte y principalmente el personal que manipula o está en contacto directo con 
la leche, son fuentes de contaminación de microorganismos generalmente de origen bacteriano que 
utilizan esta vía, que en algunos casos son las más abundantes, causantes de grandes pérdidas en la 
calidad del producto y convirtiendo al mismo en un peligro potencial con respecto a su inocuidad 
para quien lo consume. (NTE INEN, 2012) 
 
1.3.1. Fuentes de contaminación de la leche 
 
Dentro de las principales fuentes de contaminación de la leche cruda podemos enunciar las siguientes: 
 
El animal 
La leche al ser extraída del pezón debería ser estéril, pero generalmente contiene de 100 a 10.000 
bacterias/mL, lo cual conforma una baja carga microbiana que puede no llegar a desarrollarse o 
multiplicarse si la leche es manipulada adecuadamente bajo las debidas normas higiénico sanitarias. 
(Terán, 2010). 
 
Los microorganismos principalmente bacterias pueden entrar por vía mamaria ascendente a través 
del esfínter del pezón de la ubre, por lo que cualquier lesión que afecte su integridad, facilitará un 








El aire del medio ambiente en la finca (lugar donde generalmente están las vacas) representa uno de 
los medios más hostiles para la supervivencia de las bacterias debido a la constante exposición al 
oxígeno, cambios de temperatura, humedad relativa ambiental  y la mortífera radiación solar para los 




El agua es utilizada para la limpieza de los equipos, utensilios de ordeño, higiene del animal y el 




La leche nunca entra en contacto con el suelo pero si los animales de la cual es extraída, los utensilios 




Este puede llegar a tener una influencia importante en la contaminación de la leche, sobre todo cuando 
el ordeño es manual y no un sistema mecanizado, el cual dispone de mayores prestaciones para que 




El estiércol es la fuente principal de microorganismos Coliformes totales y fecales. Estos 
microorganismos pueden alcanzar la leche a través del mismo animal,  del ordeñador  por  medio de 
los utensilios mal higienizados. (Aranceta, 2005, pp 1-2). 
 
Utensilios y Transporte 
 
El contacto de la leche y el  material de ordeño por  su permanencia en los tanques puede multiplicar 
por un factor de 2 a 50 la flora microbiana, principalmente cuando la leche se mantiene a temperatura 
ambiente. Por lo que la higiene adecuada de los utensilios y recipientes usados en el transporte y 
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almacenamiento, por medio de  desinfectantes, afecta significativamente la calidad sanitaria de la 




Figura 2-1: Fuentes de contaminación de la leche cruda 
Fuente: Rosales C. 2014  
 
1.4. Principales microorganismos en la leche cruda 
 
Por su composición química y su elevada actividad de agua, la leche es un magnífico sustrato para el 
crecimiento y desarrollo de una gran variedad de microorganismos que pueden resultar patógenos e 
incluso mortalmente agresivos (Rosero, 2004, pp. 20-21.). Los que se pueden encontrar en la leche, unos 
microorganismos son beneficiosos como por ejemplo, bacterias lácticas que ayudan en procesos 
fermentativos, mientras que otros son alterantes, patógenos y otros son perjudiciales para la salud de 
quienes la consumen.  
 
Los grupos microbianos más importantes que están presentes en la leche cruda pueden agruparse en 
base a un punto de vista funcional, en: 
 
 Bacterias lácticas. 
 Bacterias esporuladas. 
 Bacterias psicrótrofas, bacterias de origen fecal y microorganismos patógenos. 





Gráfico N° 3-1: Microorganismos en la leche  
 
Fuente: Alais, 1985, pp 335-336 
 
 
1.5 Calidad Microbiológica de la leche 
 
La calidad microbiológica de la leche se refiere a la concentración o cantidad de los diferentes 
microorganismos patógenos (principalmente bacterias) existentes en la leche cruda, es decir aquella 
que no ha pasado por un procesos de pasteurización o sanitización, así como también la presencia de 
residuos de antimicrobianos o antibióticos que conforman grandes riesgos para el ser humano. La 
calidad microbiológica está basada  en la calidad higiénica sanitaria del producto,  así como la 
comercial (Estela, 2007) 
 
La disminución o pérdida de calidad de un producto como la leche puede ser debido a la presencia de 
microorganismos patógenos infecciosos para la salud del consumidor, por lo que los procesos de 
pasteurizado deben ser llevados a cabo bajo normas que aseguren que los microorganismos no  alteren 
el producto final y no se convierta de tal manera en un alimento inadecuado e inseguro para el 
consumo del humano. Por lo cual  es muy importante la elaboración de los  controles microbiológicos 
para  certificar al consumidor el abastecimiento de productos saludables,  inocuos, seguros y de alta 



















(acidifican) o beneficiosos 
(fermentan) y se los puede controlar 
refrigerando
Bacterias esporuladas.
Géneros Bacilus y Clostridium. Las 
esporas son destruídas sometiendo a 
tratamiento térmico superior a los 
100°C 
Bacterias psicrótrofas
Se facilita su crecimiento en las 
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Indicador de las condiciones higiénico 




1.6. Indicadores Microbiológicos 
 
Los indicadores microbiológicos de la leche cruda ponen de manifiesto las deficiencias en la calidad 
microbiológica de este producto, un recuento en el laboratorio que sobrepase un valor de referencia 
el cual ha sido experimentalmente establecido por los sistemas normativos (en nuestro país las normas 
NTE INEN), puede indicar varias deficiencias del producto, lo que lo convierten en un producto no 
inocuo e inseguro para el consumo diario. (Carubo, 2014) 
 
1.6.1. Aerobios mesófilos 
 
En este grupo microbiológico se incluyen todas las bacterias, mohos y levaduras que tengan la 
capacidad de desarrollarse a 30º C en las condiciones establecidas para ellos. En este recuento se 
estima la flora o microbiota total sin determinar tipos de microorganismos (Carubo, 2014). Este grupo 
refleja la calidad sanitaria de un alimento y en nuestro caso de la leche cruda, las condiciones de 
manipulación, las condiciones higiénicas de la materia prima. 
 
Un recuento aerobios mesófilos por debajo del valor establecido en las normas reglamentarias no 
muestra o no asegura la ausencia de microorganismos patógenos o la presencia de sus toxinas, de la 
misma forma el recuento elevado no una flora patógena, lo que muestra es la presencia de la totalidad 
de bacterias presentes en el producto analizado. (Estela, 2007) 
 
Un recuento elevado de Aerobios mesófilos puede indicar lo siguiente:  
 
 Contaminación de la materia prima por agentes, superficies o microbiota externa al producto  
 Deficiente manipulación durante el proceso de elaboración, en donde no se han utilizado Buenas 
Prácticas de Manufactura, higienización, entre otras. 
 La posibilidad de que existan patógenos infecciosos, pues estos son microorganismos mesófilos 
con potencial para degradar. 
 La inmediata alteración o degradación del producto (Carubo, 2014). 
 
1.6.2. Coliformes totales 
 
Los Coliformes totales pertenecen a la familia de las Enterobacteriaceaes y su principal característica 
es su capacidad para fermentar la lactosa con producción de ácido y gas, en un período de alrededor 
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de 48 horas y con una temperatura entre 30 a 37ºC estos microorganismos generalmente son bacilos 
gramnegativos, aerobios y anaerobios facultativos y no son formas esporuladas. (Vega, 2005) 
 





 Citrobacter, entre otros.  
 
Estos microorganismos se encuentran en el tracto intestinal del hombre y de los animales, pero 
también en otros ambientes como el agua, el suelo, diversas superficies, entre otros, los cuales pueden 
entrar en contacto con los alimentos. (Vega, 2005) 
 
 
Figura 3-1: Bacilos de Escherichia coli al microscopio, lente 100X 




Los Coliformes totales comprenden también a los Coliformes fecales  que además fermentan la 
lactosa con la  producción de ácido y gas en 24 a 48 horas a temperaturas entre 44 y 45ºC en presencia 
de sales biliares, por lo que un cultivo selectivo para estos microrganismo es el Caldo Verde Bilis 
Brillante. Los Coliformes fecales comprenden principalmente Escherichia coli y algunas otras cepas 






Esta es una bacteria normal  en el intestino del ser humano y de otros animales de sangre caliente 
como los mismos bovinos. A pesar de  que  la mayoría de las cepas son inofensivas, algunas de estas 
pueden causar enfermedades de transmisión alimentaria. La infección por Escherichia coli se 
transfiere  generalmente por la ingesta de agua o alimentos contaminados con la bacteria, como 
productos cárnicos mal cocinados  o leche cruda. (Carubo, 2014). 
 
La bacteria E. coli se puede desarrollarse a una temperatura de entre 6 a 50 °C, siendo lo óptimo una 
temperatura de 37 °C para su crecimiento y multiplicación. 
 
Los síntomas de la infección  incluyen cólicos y diarrea, que por su gravedad puede ser  sanguinolenta. 
Además puede ocasionar  fiebre y vómitos. Generalmente  los pacientes se recuperan en plazo  de 10 
días a pesar de que en algunos casos la infección puede llegar a  causar la muerte del individuo. 
(INTI;GOB, 2013). 
 
1.6.3. Staphylococcus aureus 
 
Esta es una bacteria anaerobia facultativa, grampositiva, productora de coagulasa, catalasa, inmóvil 
y no esporulada que se encuentra distribuida ampliamente alrededor del mundo, el Staphylococcus 
aureus es un reconocido patógeno humano, el cual es un agente etiológico de una gran cantidad de 
infecciones de origen comunitario y nosocomial (Universidad de Murcia, 2013) 
 
El Staphylococcus aureus   puede producir una amplia variedad de enfermedades, este afecta al tracto 
gastrointestinal, por medio de su presencia física o por la ingestión de la enterotoxina 
estafilocócica secretada por la bacteria durante su estancia al interior del organismo humano o animal. 
La temperatura a la que crece y se desarrolla se encuentra en un rango de 7 a 48 °C siendo la más 






Figura 4-1: Staphylococcus aureus  al microscopio, lente 100X 
Fuente: Trujillo C. 2016  
 
El medio de cultivo generalmente usado para diferenciar esta especie es el Agar manitol salado o el 
Agar Baird Parker, en el primer caso la elevada concentración de sales inhibe el crecimiento y 
desarrollo de microorganismos gramnegativos, esta especie fermenta el manitol produciendo un 
cambio en el pH y por ende un viraje en el color del medio de color rojo pálido a amarillo brillante 
por la producción del ácido (Carubo, 2014). 
 
1.7. Resistencia a antimicrobianos 
 
La resistencia a los antibióticos en determinados microorganismos es una característica intrínseca o 
innata, además estos pueden adquirir resistencia a los agentes antimicrobianos por efectos genéticos 








Los antibióticos han sido generados para salvar vidas. Pero varios  gérmenes se vuelven tan fuertes 
ante la presencia de los fármacos  que pueden resistir el efecto de estos. A esto se define como 




Los antibióticos normalmente funcionan matando los gérmenes como los bactericidas, mientras que 
otras veces impiden que la bacteria crezca como los llamados bacteriostáticos. (FDA, 2007) 
 
Lo que ocurre es que en algunos casos por el mal uso o uso inadecuado de los medicamentos no todos 
los gérmenes dejan de crecer o mueren. Los más fuertes o que ya han tolerado antes los mismos 
medicamentos y no han estado en la concentración suficiente para exterminarlos, estos crecen y se 
propagan, desarrollándose para producir infecciones en donde deberán utilizar una terapéutica más 
compleja. 
 
Por lo que mientras más a menudo utilice una persona un antibiótico, mayor probabilidad existirá que 
el microorganismo se haga resistente y poco a poco este vaya dejando de ser eficiente en su función 
para la cual está siendo utilizada. (OMS, 2015) 
 
Los antibióticos β-lactámicos como la penicilina son el tratamiento de elección para las infecciones 
enterocócicas, la resistencia nacida a la ampicilina por la especie Enterococcus faecium está 
relacionada  con la disminución de la afinidad que tienen las  proteínas ligadoras de penicilinas para 
la ampicilina y de la producción de β-lactamasas, por ende los genes de β-lactamasas que han sido 
hallados en plásmidos bacterianos  transferibles a otros microorganismo o en cromosomas en 
determinados aislamientos son los responsables de dichas resistencias. 
 
1.7.1 Mecanismo de resistencia microbiana 
 
Existen diversos mecanismos por los cuales una bacteria o cualquier otro microorganismo puede 













Gráfico N° 4-1: Mecanismos de resistencia microbiana  
 
Fuente: OMS, 2012 
 
 
1.7.2. Causas de la resistencia a antimicrobianos 
 
La resistencia a antimicrobianos es generalmente multicausal, ya que hay cientos de causas que 
ayudan a formar la resistencia en los microorganismos. A pesar de que realmente la resistencia es 
adquirida por dos procesos:  
 
 Por  defecto  
 Por  exceso.  
 
Se dice que es por defecto cuando se encuentra un medio en que un microorganismo se ve rodeado 
de pocas cantidades del antibiótico o las insuficientes para matarlo, es entonces en donde se crea la 
resistencia por la adaptación por la cual ha pasado este.  
 
Se habla de  exceso cuando es todo lo contrario, pero el microorganismo también adquiere resistencia 
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Existen distintas causas por las que se generan resistencia a los diferentes antimicrobianos entre ellas 
están: 
 
Prescripción indebida o innecesaria de antibióticos para infecciones virales,  contra las cuales  no 
tienen ningún efecto sobre la infección. 
 
Prescripción demasiado frecuente o recurrente  de “antibióticos de amplio espectro” en lugar de 
antibióticos específicos para la terapéutica seleccionados mediante un diagnóstico más preciso como 
antibiogramas. 
 
Uso inadecuado e indebido por parte del paciente, al momento de no respetar la dosis o la duración 
de la terapéutica, permitiendo que varias  bacterias sobrevivan y se vuelvan resistentes a determinados 
antibióticos. (OPS, 2000) 
 
1.8  Antibiograma. 
 
El antibiograma es el método de estudio de la sensibilidad de las bacterias a los antimicrobianos se 
efectúan mediante técnicas  fenotípicas como las técnicas de dilución y difusión, bioquímicos y 
genéticos. El antibiograma es un método fenotípico, el cual es el más utilizado en el laboratorio y 
mide la sensibilidad in vitro de una bacteria frente a distintos antimicrobianos que permitirán predecir 
su eficacia en vivo, es decir ya en la persona infectada. (Pedrique, 2002) 
 
Para llevar a cabo este método se utiliza Agar Mueller Hinton y discos de antibióticos adherido con 
una solución estándar de antibiótico que se distribuyen  en la superficie del agar previo realizada la 
inoculación del microorganismo, el halo formado luego de la incubación por 24 horas es directamente 
proporcional al  grado de sensibilidad de un microorganismo; por lo general halos relativamente 
pequeños o que no presentan halo son resistentes, y los halos grandes de formados por bacterias 
sensibles al medicamento que se encuentra en prueba (Cercenado et al., 2011: pp 214-216) 
 
El motivo por el que se determina la sensibilidad de los microorganismos a los antibióticos es para 
conocer la eficacia que puede tener un antibiótico durante la terapéutica contra una determinada 





Figura 5-1: Antibiograma de Staphylococcus aureus. 
Fuente: Trujillo C. 2016  
 
El hecho de conocer la sensibilidad que tiene un microorganismo ante un antibiótico no es importante 
únicamente para realizar la selección inicial del agente terapéutico, sino también para conocer que 
fármaco es el más adecuado para el paciente ya que en algunos casos el paciente presenta 
intolerancias. (Pedrique, 2002) 
 
1.8.1 Fundamento del Método Kirby Bauer  
 
La realización del antibiograma disco-placa inicialmente realizado por Bauer, Kirby y sus 
colaboradores es el método que el National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) 
certifica y recomienda para la determinación de la sensibilidad bacteriana a un antimicrobiano 
determinado. (Cercenado et al., 2011: pp 214-216) 
 
Este método de disco placa consiste en depositar, en la superficie de agar de una placa de Petri 
previamente inoculada con el microorganismo a una concentración conocida, discos de papel secante 
impregnados con las diferentes concentraciones de antibióticos. En cuanto el  disco humedecido de 
antibiótico se coloca  en contacto con la superficie húmeda del agar Muller Hinton, el filtro absorbe 
agua y el antibiótico se  difunde hacia el agar. (Picazo, 2000) 
 
Las placas se deben incubar por 24 horas de 35 a 37°C. una vez terminado el proceso de incubación, 
procedemos a medir los halos que se han formado y en base a estas medidas determinamos si son 




1.9 Medios de cultivo Bacteriano 
 
El cultivo de microorganismos está basado  en la multiplicación de las células microbianas de forma 
controlada, proporcionándoles para ello las condiciones físicas, químicas y nutritivas necesarias para 
su desarrollo. 
 
1.9.1 Medios de cultivo  utilizados en la investigación. 
 
Para cultivar  un microorganismo y que este pueda multiplicarse es necesario disponer de condiciones 
físicas, químicas y nutritivas adecuadas específicamente para el microorganismo que se esté 
cultivando, para esto se utilizan medios de cultivos líquidos, sólidos,  continuos y discontinuos en 
dependencia  la disponibilidad de nutrientes en el medio y del microorganismo que se desee cultivar. 
(Totora et al.,2007:pp.168) 
 
Se utilizaron varios medios de cultivo, entre ellos: 
 
 Agar Eosina Azul de Metileno. 
 
El Agar eosina azul de metileno es un medio nutritivo, el mismo que beneficia el crecimiento y 
desarrollo microbiano, es fundamental  porque permite diferenciar  entre organismos con capacidad 
de fermentar la  lactosa o sacarosa. 
 
El medio contiene indicadores eosina y azul de metileno; estos ejercen un efecto de inhibición sobre 
una amplia gama de bacterias Gram positivas que pueden cultivarse en el medio, como las cepas de 














 Tabla Nº 2-1: Composición del Agar Eosina Azul de Metileno. 
 
 
Fuente: Britanialab, 2016 
 
 Agar Manitol Salado 
 
El agar manitol salado contiene varias peptonas y extractos de carne bovina, los cuales suministran 
los nutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo de las bacterias cultivadas. Una 
concentración de cloruro sódico de 7,5% inhibe parcial o completamente los organismos bacterianos 
diferentes de los estafilococos. Además la fermentación del manitol por medio del indicador rojo 
fenol ayuda a diferenciar colorimétricamente. (BD, 2013) 
 
Tabla Nº 3-1: Composición del Agar Manitol Salado. 
 
 





 Caldo Verde Bilis Brillante. 
 
La bilis y el verde brillante no permiten el desarrollo indeseable de la flora acompañante extra de los 
Coliformes incluso cortan  el crecimiento de los anaerobios fermentadores del carbohidrato lactosa. 
El avistamiento de gas después de incubar de 24 a 48 horas a 35ºC se considera como prueba positiva 
para el grupo Coli – Enterobacter (Britanialab, 2016). 
 
Tabla Nº 4-1: Composición del Caldo verde bilis brillante 
 
 
Fuente: Britanialab, 2016 
 
 Agar Muller Hinton. 
 
La constitución del medio Mueller-Hinton es estandarizado con la finalidad de obtener resultados 
fiables de sensibilidad a los antimicrobianos, con concentraciones definidas de CaCl2, MgCl2 y 











Tabla Nº 5-1: Composición del Agar Muller Hinton 
 
 
Fuente: Britanialab, 2016 
 
1.10 Placas Petrifilm 
 
Las placas Petrifilm son útiles para métodos de análisis microbiológicos, estas son de fácil utilización, 
eficientes confiables y  diseñadas para el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en 
diversas muestras de agua,  alimentos y otros que reemplazan a los medios de cultivos 
convencionales. Cada placa contiene un agente gelificante soluble en agua, nutrientes e indicadores 
que colorean las colonias para que su identificación sea mucho más fácil. (3M,2015) 
 
Las ventajas que presentan las placas Petrifilm frente a las placas Petri convencionales es la 
utilización de menos espacio en la estufa de incubación, una vida útil de 18 meses, y fácil 
manipulación, entre otras.  
 
Las placas Petrifilm 3M son métodos reconocidos por la AOAC INTERNATIONAL como métodos 
oficiales de análisis microbiológico en el laboratorio (OMA). (3M,2015) 
 
Las placas petrifilm disponible en el mercado son: 
 
 Placas Petrifilm para el recuento de Aerobios 
 Placas Petrifilm para el recuento de E. Coli/Coliformes 
 Placas Petrifilm Staph Express (para recuento de Staphylococcus aureus) 
 Placas Petrifilm para el recuento de Mohos y Levaduras 
 Placas Petrifilm para el recuento de Enterobacteriaceae. 
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 Placas Petrifilm para control ambiental de Listeria. (3M,2015) 
 
1.10.1 Beneficios del uso de Placas Petrifilm. 
 
 Las condiciones de trabajo son mejores para los analistas, ya que al tratarse  de placas listas para 
usar el trabajo se realiza en la mitad del tiempo, incrementando la productividad y la  organización 
en el trabajo, con garantía en todos los  procesos.  
 Tamaño compacto de la placa.  
 Proceso de fabricación garantizado, poseen la Certificación ISO 9000 para desarrollo, producción 
y comercialización de las placas, por lo que además están en de acuerdo con los requerimientos 
para medios de cultivo bacteriano. (3M,2015) 
 El análisis microbiológico es llevado a cabo en tres sencillas pasos:  
 
1.- Siembra: Es fácil sin la necesidad de preparación de medios, levantamos  el film e inoculamos la 
muestra. 
  
2.- Incubación: Estas placas ahorran espacio en la estufa por su tamaño.  
 
3.- Interpretación: La diferenciación por color facilita el proceso. 
 
1.11 Tinción Gram 
 
La coloración de gram diseñada por el bacteriólogo danés Hans Christian (1853-1938) tiene 
importancia fundamental para la diferenciación morfológica y taxonómica de las bacterias 
permitiendo clasificar de acuerdo a la estructura y grosor de la pared bacteria en gram positivas y 
gram negativas. (Macuralla  t.al.,1994:pp.161-162) 
 
Para la tinción gram las células bacterianas se fijan a un placa portaobjetos con la ayuda de calor, se 
adiciona primeramente el colorante cristal violeta que las tiñe de color azul, posteriormente se añade 
lugol (iodo+ ioduro potásico) el cual forma con el cristal violeta un complejo insoluble en agua pero 
soluble en alcohol o acetona. 
 
Al tratar con alcohol las bacterias que son gram positivas no se decoloran debido a que su pared 
celular está constituida por pocos lípidos y varias capas de peptidoglicano, dificultando la penetración 
del alcohol por el contario en las bacterias gram negativas la pared celular presenta pocas capas de 
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peptidoglicano recubierta por una envoltura de composición lipídica, el alcohol o acetona al disolver 
los lípidos incrementa la porosidad de la pared celular y arrastra el color del interior de la célula teñida 
produciéndose la decoración, finalmente se tiñe con un colorante de contrate como safranina o fucsina 




Figura 6-1: Diagrama del proceso de la Tinción Gram  
Fuente: Trujillo C. 2016  
 
La pared celular de las bacterias Gram positivas está constituida por varias capas de 
peptidoglicano que le confieren una estructura rígida y gruesa poseen un espesor de 80 nm. Contienen 
además ácidos teicoicos que están compuestos por un grupo alcohol (glicerol o ribitol) y un grupo 
fosfato. Existen dos clases de ácidos teicoicos: el ácido lipoteicoico que está unida a la membrana 
plasmática y abarca todo la capa de peptidoglicano y el ácido mural, que está unida a la capa de 
peptidoglicano. (Macuralla  t.al.,1994:pp.161-162) 
 
La membrana externa de las bacterias Gram negativas contiene: lipopolisacáridos (LPS), 
lipoproteínas, y fosfolípidos, la intensa carga negativa dificulta considerablemente la fagocitosis 
constituye además una barrera que impide el paso de ciertos antibióticos, de enzimas digestivas, de 
metales pesados, de detergentes de sales biliares y ciertos colorantes. Sin embargo no impide el paso 
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de nutrientes para sustentar su metabolismo; la permeabilidad de la membrana está dada por la 
presencia de proteínas llamadas porinas, las que forman canales de membrana y permiten el paso de 
sustancias como: nucleótidos, disacáridos, péptidos, aminoácidos, vitamina B12 y hierro (Macuralla  
t.al.,1994:pp.161-162) 
 
1.12 Técnica del Número Más Probable  
 
El método se basa en la determinación del número más probable (NMP) por la técnica de dilución en 
tubos, utilizando el medio líquido selectivo caldo verde brillante bilis-lactosa o similar para el ensayo 
presuntivo y los tubos que presentan gas son confirmados en agar Eosina azul de metileno (E M B). 
La temperatura de incubación para el ensayo presuntivo y confirmativo es 30 ± 1 ° C, para productos 
refrigerados y 35 ± 1 ° C para productos que se mantienen a temperatura ambiente. (NTE INEN 1529-6, 
1990) 
 
EL MÉTODO DE NÚMERO MÁS PROBABLE (NMP) es una estrategia eficiente de estimación de 
densidades poblacionales especialmente cuando una evaluación cuantitativa de células individuales 
no es factible. La técnica se basa en la determinación de presencia o ausencia (pos o neg) en réplicas 
de diluciones consecutivas de atributos particulares de microorganismos presentes en muestras de 
suelo, agua y en este caso de un lácteo o derivados u otros ambientes. 
 
Es una estrategia eficiente de estimación de densidades poblacionales especialmente cuando una 
evaluación cuantitativa de células individuales no es factible. (NTE INEN 1529-6, 1990) 
 
1.13 Mercado Víctor Proaño. 
 
El Mercado Víctor Proaño es uno de los más concurridos en la ciudad de Riobamba, se encuentra en 
las Calles Vicente Rocafuerte y Gaspar de Villarroel en el Barrio Santa Rosa, y en el mismo se llevan 
a cabo actividades de feria los días martes, miércoles y sábado, ahí se expenden toda variedad de 





Figura 7-1: Mapa de ubicación del Mercado Víctor Proaño. 
Fuente: Google maps. 
 
 
Figura 8-1: Mercado Víctor Proaño. 






2. MARCO METODOLÓGICO. 
 
2.1 Lugar de la investigación. 
 
Las muestras de leche cruda fueron tomadas de siete puntos de expendio informales del mercado 
Víctor Proaño, conocido popularmente como el mercado de Santa Rosa las mismas que fueron 
trasladadas inmediatamente y bajo condiciones refrigeradas al Laboratorio de Análisis Bioquímicos 
y Bacteriológicos de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. 
 
2.2 Factores de estudio   
 
El factor más importante de estudio en esta investigación, son los microorganismos Staphylococcus 
aureus, Coliformes totales, Escherichia coli y Aerobios mesófilos, que se encuentran en la leche 
cruda que se expende en el mercado Víctor Proaño, de la ciudad de Riobamba, provincia de 
Chimborazo, ya que son estos los causantes de las Enfermedades de Transmisión Alimentaria, el cual 
es el problema de nuestra investigación. 
 




 Protección para el laboratorio: 
guantes, cofia, mascarilla y mandil 
 Cooler 
 Papel Aluminio 
 Frio gel (Refrigerante para vacunas y 
bacterias) 
 Fundas Ziploc 
 Marcador permanente 
 Franela 
 Toallas absorbentes 
 Piseta 
 Frascos  de vidrio estériles con tapa 
 Pipetas de 10 mL  estériles 
 Probetas de 100 mL  
 Jeringuillas de 10 mL 
 Puntas azules estériles 
 Asa y aguja de inoculación 
 Balones aforados de 1000 mL 
 Cajas Petri de plástico 
 Cinta indicadora de esterilización 
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 Erlenmeyer de 500 mL 
 Pipeta automática de 1000 μL 
 Dispersores para Placas Petrifilm 
 Algodón 
 Gasa 
 Cinta masqui  
 Gradillas 
 Hisopos estériles 
 Lámparas de alcohol 
 Parafilm 
 Pinza para discos                                                           
 Discos de antibióticos 
 Placas portaobjetos 
 Regla 
 Reverbero 
 Vasos de precipitación de 250 mL 
 Botella de spray 
 Tubos de ensayo 
 Tapas para tubos de ensayo 
 Tubos Durhan 
 
Medios de cultivo bacteriano: 
 
 Agar Eosina Azul de Metileno (EAM) 
 Agar Estándar Métodos 
 Agar Manitol Salado 
 Agar Mueller Hinton 
 Agua peptonada 
 Caldo Verde Bilis Brillante 





 Balanza analítica 




 Cámara fotográfica. 






 Aceite de inmersión 
 Agua destilada 
 Kit para tinción Gram: cristal violeta, lugol, acetona y safranina. 
 Alcohol industrial 
 Alcohol potable 
 Estándar Mac Farland 
 Solución salina estéril 

























Gráfico N° 1-2: Metodología General para el Análisis Microbiológico de leche cruda. 
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 Incubar 24h a 35°C 
     
 
 
Número Más Probable 
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dilución 10-3 en Agar 
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placa Petrifilm para E. 
coli/Coliformes 
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2000UFC/mL 
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 Comparar los recuentos bacterianos con los  límites  por medio de Test 
Student  para una muestra en el software estadístico SPSS 
       
Tomar  colonias de Agar EAM de 
Eschericha coli y de Agar Manitol Salado 




Repicar Agar Nutritivo 
  Colocar discos de 
antibióticos e Incubar 
24h a 35°C 




  Tinción Gram y repetir 
los repiques hasta 
obtener colonias puras 
   
Incubar 24h a 35°C  Inocular 1,5x108 
UFC/mL, en Agar 
Mueller Hinton 
 Determinar la sensibilidad 
o resistencia 







El proceso de recolección de muestras de leche cruda llevado a cabo en el Mercado Víctor Proaño o 
popularmente conocido como Santa Rosa, se realizó en base a la Norma NTE INEN 004 que 
corresponde a Leche y productos lácteos. Muestreo. Este proceso se realizó de 9:00 a 10:00 de la 
mañana, que es el tiempo estimado para encontrar a los expendedores de leche cruda en todo el 
mercado, el proceso de muestreo se realizó por 3 sábados consecutivos, siendo este día el de mayor 
concurrencia comercial, en cada uno de los puntos de expendio, todo esto bajo normas de asepsia, 
debido a que esto nos permite conservar las características físicas, composición química y 
microbiología del producto lácteo. 
 
Una vez realizado la adquisición de 1 litro de leche cruda de cada punto de expendio en el mercado,  
se colocó en fundas Ziploc previamente codificadas con detalles del muestreo (fecha, número 
asignado de puesto de expendio), posteriormente se colocó en el Cooler conjuntamente con el Frio 
gel, que permite la conservación eficiente de la leche cruda, para su transporte inmediato al 
Laboratorio de Análisis Bioquímicos y Bacteriológicos de la Facultad de Ciencias de la Escuela 
Superior Politécnica de Chimborazo.  
 
Figura N° 1-2: Muestras de Leche cruda 









2.4.2 Preparación de las soluciones madre y diluciones 
 
El análisis microbiológico y resistencia bacteriana de la microbiota de las muestras de leche cruda se 
lo llevó a cabo inmediatamente después de haber realizado el muestreo en el mercado Santa Rosa, en 
base al procedimiento descrito a continuación: 
 
1. Siendo la Cámara de Flujo Laminar, el área principal de trabajo, limpiarla adecuadamente con 
Alcohol o Tego y esterilizarla por medio de la luz UV durante 15 minutos. 
2. Colocar al menos 2 lámparas de alcohol para asegurar un medio inocuo y estéril, dentro de la 
Cámara de Flujo Laminar. 
3. Codificar con fecha y número de punto de expendio asignado los siete envases de vidrio estériles 
con tapa en los cuales se prepara la solución madre. 
4. Homogenizar la leche cruda agitando varias veces la funda Ziploc que la contiene durante 10 
segundos.  
5. Dentro de la cámara abrir la funda Ziploc donde está colocado el litro de leche cruda y con una 
pipeta estéril tomar 10 mL de la muestra, colocar en el envase de vidrio conjuntamente con 90 
mL de agua de peptona y homogeneizar, siendo esto la  SOLUCIÓN MADRE. Repetir el mismo 
proceso para la obtención de la solución madre de cada punto de expendio. 
6. Codificar los tubos que se utilizarán en las diluciones, respectivamente 10-1, 10-2 y 10-3. 
7. Con una pipeta automática y punta estéril, tomar 1 mL de la solución madre y colocar en un tubo 
conjuntamente con 9 mL de agua de peptona. 
8. Homogeneizar y esta será dilución 10-1. 
9. Tomar 1 mL de la dilución 10-1 y colocar en el siguiente tubo con 9 mL de agua de peptona. 
10. Homogeneizar y obtendremos la dilución 10-2. 
11. Con la pipeta automática de 1 mL transferir de la dilución 10-2 a otro tubo con 9 mL de agua de 
peptona. 
12.   Homogeneizar y obtendremos la dilución 10-3. 


















Figura 2-2: Preparación de la soluciones madre y diluciones. 
Fuente: Trujillo C. 2016 
 
Se debe tomar en cuenta que se realizó 3 diluciones a partir de la solución madre, esto por la eminente 
carga microbiana ya conocida en la leche cruda de bovino, además de que este procedimiento facilita 
el conteo de las Unidades Formadoras de Colonias en las placas del análisis microbiológico, 
obteniéndose así un factor de dilución de 1/10.000. 
 
Gráfico N° 2-2: Preparación de la muestra. 
 







10mL de leche 







Preparación de agua peptonada 
 
Para preparar la solución diluyente siendo esta el agua de peptona, se la llevó a cabo bajo la Norma 
NTE INEN 1529-2 denominada CONTROL MICROBIOLÓGICO DE LOS ALIMENTOS TOMA, 
ENVÍO Y PREPARACIÓN DE MUESTRAS PARA EL ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO,  y la 
NORMA NTE 734 para LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS. DETERMINACIÓN DE 
BACTERIAS AEROBIAS las cuales para uso general indican que el diluyente debe tener la 
concentración de 0,1% para uso general. 
 
Se preparó 1000mL de agua de peptona al 0,1% en  cada uno de los procesos de muestreo, para 
aproximadamente 21 tubos de ensayo (9mL) para cada una de las diluciones de los puntos de 
expendio, así como para 7 envases (90mL) para la solución madre.   
0,1𝑔 − − − −100𝑚𝐿 





𝑋𝑔 = 1𝑔 
 
1. Se pesó esta cantidad y se mezcló con los 1000 mL de agua destilada. 
2. Se calentó en el reverbero hasta que hierva por tres veces agitando constantemente. 
3. Se esterilizó en autoclave a 121 psi por 30 minutos. 
4. Confirmar la esterilización por medio de la cinta. 
5. Transcurrido este tiempo se saca del autoclave y se deja que enfríe hasta aproximadamente los 
45°C. 
6. En un medio estéril colocar la cantidad antes mencionada en cada uno de los envases, tanto para 
la solución madre como para las distintas disoluciones de la misma, con precaución de que no se 
formen burbujas en el medio. 
7. Una vez terminado la preparación en caso de no requerirlo en ese momento guardarlo en 





2.4.3 Incubación y recuento de UFC/mL en placas Petrifilm. 
 
Una vez que se han preparado las diluciones de cada una de las muestras de leche cruda de los siete 
puntos de expendio de la misma se procede a  la inoculación en las Placas Petrifilm 3M™, siendo la 
dilución 10-3 de la cual se realiza el recuento bacteriano. 
 
Inoculación de la muestra. 
1. Desinfectar la cámara de flujo laminar con Alcohol o Tego. 
2. Identificar para que microorganismo corresponde las Placas Petrifilm y codificar en base a la 
muestra que se vaya a analizar con fecha y número de puesto asignado. 
3. Colocar las Placas Petrifilm en una superficie plana y estéril. 
4. Con una pipeta automática y punta estéril, tomar 1 mL de la dilución 10-3. 
5. Tomar la placa Petrifilm y elevar la película superior transparente. 
6. Con la pipeta en posición perpendicular a la placa, depositar la muestra en el centro del círculo 
asignando para la inoculación. 
7. Bajar la película superior con cuidado de que no se forme burbujas en la placa. 
8. Colocar el Disco Difusor sobre la placa Petrifilm y presionar ligeramente, esto con la finalidad 
de que se distribuya uniformemente la muestra. 
9. Dejar 1 minuto en reposo la placa Petrifilm para la solidificación del agente gelificante. (3M,2015) 
 
 
Figura 3-2: Inoculación de la muestra en placas Petrifilm. 






Incubación de las Placas Petrifilm. 
 
La incubación de las Placas Petrifilm se las realiza en una estufa, la cual debe estar previamente 
calibrada, dicha incubación se la realiza con las siguientes características en dependencia del 
microorganismo que se esté analizando. 
 
 Coliformes totales: 35°C  1°C durante 24 horas  2 horas 
 Escherichia coli: 35°C por 24-48 horas 
 Aerobios mesófilos: 32°C  1°C durante 48 horas  3 horas 
 Staphylococcus aureus: 35°C  1°C durante 24 horas (3M,2015) 
 
Es importante mencionar que no se debe apilar más de 20 Placas Petrifilm para su incubación en la 
estufa. 
 
Figura 4-2: Incubación de las placas Petrifilm 
      Fuente: Trujillo C. 2016 
 
Recuento de Unidades Formadoras Colonias por mL de muestra. 
 
Una vez transcurrido el tiempo de incubación de las placas en la estufa, estas deben ser extraídas y 
llevadas a un área estéril. 
 
Tomar la Placa Petrifilm y colocar sobre la cámara de Quebec con la película transparente hacia 
arriba, en donde se debe realizar el recuento de las colonias, las cuales  si son menores a 50 contar 
una a una en toda la Placa Petrifilm y si el número de colonias sobrepasa el valor de las 50 UFC se 
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deberán contar en 3 cuadrículas de un cm2, obtener la media de los 3 y multiplicar por 20 siendo está 
el área total de la caja, así se obtendrá el recuento total de las UFC/mL. 
 
Hay que recalcar que los medios de cultivo de las cajas Petrifilm son muy específicos, razón por la 
cual crecerán solamente los microorganismos que se desean cultivar, los cuales tendrán características 
bien definidas, que se describen  a continuación para facilitar su conteo: 
 
Staphylococcus aureus: Microorganismo cultivado en la Caja Petrifilm 3M Staph Express, cuyas 
colonias se presentan entre el color rojo a Violeta. 
 
Coliformes totales: Familia de microorganismos cultivados en la Caja Petrifilm 3M 
E.coli/Coliformes, siendo todas las colonias rojas y azules con presencia de gas. 
 
Escherichia coli: Bacteria cultivada en la Caja Petrifilm 3M E coli/Coliformes, que presentan un 
color azul y presencia de gas, siendo esta última su principal característica para identificación. 
 
Aerobios mesófilos: Familia de microorganismos cultivados en la Caja Petrifilm 3M para recuento 
de Aerobios, que presentan color rojo. (3M,2015) 
 
Gráfico N° 3-2: Inoculación incubación  y recuento de UFC/mL en placas Petrifilm. 
 
Elaborado por: Trujillo C. 2016 
Inocular 











2.4.4 Investigación de microorganismos de interés sanitario. 
 
Este procedimiento permite conocer microbiota existente en el alimento, al ser el Agar para Recuento 
en Placa (PCA) un medio de cultivo generalizado permite un crecimiento de todos los 
microorganismos presentes los cuales pueden ser identificados posteriormente al microscopio por 
medio de la Tinción Gram o por pruebas de confirmación. 
 
Preparación del medio de cultivo PCA: 
Para la preparación del medio se verificó las instrucciones, donde se indicó que se necesita 23,5g para 
1 L de agua destilada. Se preparó 300mL para aproximadamente unas  14 a 16 placas de agar. 
 
 
23,5𝑔 − − − −1000𝑚𝐿 





𝑋𝑔 = 7,05𝑔 
 
1. Pesar 7,05g de Agar para Recuento en Placa (PCA) y disolverlo en 0,3 L de agua destilada. 
2. Calentar hasta ebullición y hervir por un minuto. 
3. Esterilizar en el autoclave a 121ºC por 30 minutos. 
4. Dejar enfriar el medio de cultivo hasta aproximadamente los 40ºC. 
5. Colocar el medio en las cajas Petri dentro de la cámara de flujo laminar. 
6. Esperar a q se solidifique el  Agar y codificar. 
Inoculación e incubación  
1. Sumergir un hisopo estéril en la muestra de la dilución 10-3, eliminar el exceso por medio de la 
aplicación en las paredes del tubo. 
2. Estriar en la caja Petri del Agar PCA por tres repeticiones de manera paralela. 
3. Distribuir la muestra aplicada con el hisopo por medio de la Asa de platino.  
4. Incubar en una estufa calibrada a 35ºC por 24 a 48 horas. 
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Figura 5-2: Crecimiento en Agar PCA 
Fuente: Trujillo C. 2016 
 
Gráfico N° 4-2: Cultivo en Agar PCA  
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2.4.5 Confirmación de Staphylococcus aureus 
 
Preparación del medio de cultivo  
 
Para la preparación del medio se verificó las instrucciones de la caja, donde se indicó que se necesita 
111,02g para 1 L de agua destilada. Se preparó 300mL para aproximadamente unas  14 a 16 placas 
de agar. 
 
111,02𝑔 − − − −1000𝑚𝐿 





𝑋𝑔 = 33,3𝑔 
 
1. Disolver 33,3g de Agar Manitol Salado en 0,3L de agua destilada. 
2. Calentar y hacer hervir por 1 minuto. 
3. Esterilizar en el autoclave por 25 minutos a 121ºC. 
4. Enfriar hasta aproximadamente los 40ºC. 
5. Colocar en las cajas Petri. 
6. Esperar que se solidifique el agar y codificar. 
 
Inoculación en el medio e incubación 
 
1. Con el Asa de Platino estéril tomar una colonia morada de la película superior con gel de la  placa 
Petrifilm Staph Express. 
2. Estriar en la Placa Petri con Agar Manitol Salado, previamente codificada. 










Lectura de resultados 
Se confirma como Staphylococcus aureus en el Agar Manitol Salado si presenta crecimiento 
bacteriano con colonias que hayan fermentado el medio de cultivo, acidificándolo y cambiando de 
color de rojo a amarillo. 
 
Figura 6-2: Colonias de Staphylococcus aureus en Agar Manitol Salado 
Fuente: Trujillo C. 2016 
 
Gráfico N° 5-2: Cultivo de Staphylococcus aureus en Agar Manito Salado. 
 



















2.4.6 Determinación de Coliformes por la Técnica del Número Más Probable. 
 
Las Coliformes tienen la capacidad de fermentar la lactosa, como producto de esto se produce gas y 
ácido al estar en medios de sales biliares. 
 
La técnica del número más probable aprovecha estas capacidades de las Coliformes mediante la 
retención del gas en el tubo Durhan y el cambio de color del medio de crecimiento de verde metálico 
a amarillo por medio del indicador de pH. 
 
Preparación del medio de cultivo Caldo Verde Bilis Brillante. 
Para la preparación del medio de cultivo se verificó las instrucciones de la caja, donde se indicó que 
se necesita 40g para 1 L de agua destilada. Se preparó 200mL para aproximadamente unas  21 tubos 
de ensayo de 9mL  
40𝑔 − − − −1000𝑚𝐿 





𝑋𝑔 = 8𝑔 
 
1. Disolver 8 gramos de Caldo Verde Bilis Brillante en 200 mL de agua destilada. 
2. Calentar en un reverbero y hacer hervir por 1 minuto, tomando la precaución de que no se riegue 
el medio, ya que esto puede influir en la densidad del medio. 
3. Esterilizar en el autoclave por 30 minutos a 121ºC. 
4. Con pipeta estéril colocar 9 mL del caldo  en los tubos de ensayo. 
5. Colocar los Tubos Durhan de manera invertida con la finalidad de que el gas producido por la 
fermentación de la lactosa resultante de la actividad microbiana (E. coli) sea retenido e 
identificado en el momento de la lectura de resultados por parte del investigador, también tener  
precaución de que no quede aire retenido en el Tubo al momento de colocarlo en el tubo de ensayo 
con el medio, ya que esto puede dar un resultado anómalo en la lectura de resultados. 
6. Colocar tapones con la finalidad que no permitan el paso del aire en el medio de cultivo, lo que 




Inoculación en el medio Caldo Verde Bilis Brillante e incubación 
 
1. Tomar 1mL de muestra de la solución madre y colocar en un tubo de ensayo con 9 mL de Caldo 
Verde Bilis Brillante, siendo este la dilución 10-1. 
2. Homogeneizar. 
3. Con una pipeta automática y punta estéril transferir 1 mL de la primera dilución y disolver en el 
siguiente tubo de ensayo, obteniendo la dilución 10-2. 
4. Homogeneizar. 
5. Repetir el procedimiento para obtener la dilución 10-3.  
6. Todos los tubos en conjunto colocar en una gradilla y llevar a la estufa para su incubación de 24 
a 48 horas a 35 1°C. 
 
Figura 7-2: Inoculación en Caldo Verde Bilis Brillante  
Fuente: Trujillo C. 2016  
 
Lectura de resultados 
 
Una vez transcurrido el tiempo de incubación se procede a observar la presencia de gas en los tubos 
Durhan y el cambio de color de verde a amarillo, en este caso se reporta y registra como positivo para 
la presencia de bacterias Coliformes, es importante mencionar que el cambio de color puede o no 
darse, ya que este es resultante del cambio de pH del medio de cultivo, producido por la fermentación 





Figura 8-2: Tubo negativo y positivo en Caldo Verde Bilis Brillante  
Fuente: Trujillo C. 2016  
 
Para el recuento del NMP por mL de muestra, se observa la presencia de gas en cada una de las series 
de diluciones 10-1, 10-2 y 10-3, posterior a esto se compara con la siguiente tabla: 
 
Tabla N°1-2: Índice del NMP de bacterias cuando se utiliza 3 alícuotas de un mL por dilución. . 
 




Gráfico N° 6-2: Técnica de NMP 
 
Elaborado por: Trujillo C. 2016 
 
2.4.6 Confirmación de Escherichia coli 
 
Una vez que la técnica del Número Más Probable nos da resultados presuntivos  positivos, se procede 
a la confirmación de Escherichia coli lo cual es llevado a cabo en el medio de cultivo Agar Eosina 
Azul de Metileno. 
 
Preparación del medio de cultivo Eosina Azul de Metileno 
 
Para la preparación del medio de cultivo se verificó las instrucciones de la caja, donde se indicó que 
se necesita 37,5g para 1 L de agua destilada. Se preparó 300mL para aproximadamente unas  14 a 16 
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37,5𝑔 − − − −1000𝑚𝐿 





𝑋𝑔 = 11,25𝑔 
 
1. Pesar 11,25 gramos de Agar Eosina Azul de Metileno y disolverlo en 0,3 L. 
2. Calentar en el reverbero hasta hervirlo por 1 minuto. 
3. Esterilizar en autoclave por 25 minutos a 121ºC. 
4. Enfriar hasta aproximadamente los 40ºC. 
5. Colocar en las cajas Petri estériles, en un ambiente inocuo. 
6. Esperar que el Agar se enfríe totalmente y solidifique. 
7. Etiquetar y guardar en refrigeración. 
 
Inoculación en el medio e incubación 
 
1. Sumergir un hisopo estéril en el tubo de ensayo del Caldo Verde Bilis Brillante, eliminar el exceso 
por medio de la aplicación en las paredes del tubo. 
2. Estriar en la caja Petri del Agar Eosina Azul de Metileno por tres repeticiones de manera paralela. 
3. Distribuir la muestra aplicada con el hisopo por medio de la Asa de platino.  
4. Incubar en una estufa calibrada por 24 a 48 horas a 35 1°C. 
 
Lectura de resultados 
 
Tras el proceso de incubación se reporta como positivo para Escherichia coli  a las cajas Petri que 




Figura 9-2: Colonias metálicas verdes brillantes 
Fuente: Trujillo C. 2016  
 
2.4.7 Aislamiento de Staphylococcus aureus y Escherichia coli. 
 
El proceso de aislamiento bacteriano es de utilidad para la obtención de un microorganismo en 
específico, los mismos que serán utilizados en el antibiograma para la determinación del nivel de 
sensibilidad a un antibiótico. 
 
El medio de cultivo en el cual se realiza el aislamiento por medio de los repiques sucesivos  tanto de 
Staphylococcus aureus como de  Escherichia coli es el Agar Nutritivo siendo un medio especial de 
crecimiento generalizado y de enriquecimiento. 
 
Preparación del medio de cultivo 
Para la preparación del medio se verificó las instrucciones, donde se indicó que se necesita 23g para 
1 L de agua destilada. Se preparó 300mL para aproximadamente unas  14 a 16 placas de agar. 
 
23𝑔 − − − −1000𝑚𝐿 





𝑋𝑔 = 7,05𝑔 
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1. Pesar 7,05 gramos de Agar Nutritivo. 
2. Disolver por agitación en 0,3 L de agua destilada en un Erlenmeyer. 
3. Calentar en un reverbero y hacer  hervir por un minuto. 
4. Esterilizar en autoclave por  25 minutos a 121ºC. 
5. Dejar enfriar a una temperatura aproximada de 40ºC. 
6. En una zona estéril colocar el medio de cultivo en las cajas Petri. 
7. Dejar enfriar y esperar que se solidifique el Agar. 
Repiques 
 
1. Seleccionar las cajas Petri que han presentado crecimiento en Agar  Eosina Azul de Metileno en 
el caso de Escherichia coli y Agar Manitol Salado en el caso de Staphylococcus aureus. 
2. Realizar divisiones de 2 cm2 para cada una de las placas que han presentado crecimiento 
bacteriano y codificar cada espacio. 
3. Con el aguja de platino estéril  tomar una colonia independiente de las cajas Petri. 
4. Realizar repique de cada una de las colonias y cajas que han presentado crecimiento de los agares 
de crecimiento especializado, en el Agar Nutritivo. 
5. Invertir las cajas he incubarlas en una estufa  a 35°C por 24 horas. 
6. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, extraer las cajas a una zona estéril. 
7. Tomar una muestra del crecimiento bacteriano y realizar Tinción Gram. 
8. Llevar al microscopio y con aceite de inmersión observar con el lente de 100X. 
9. Si el microscopio, se observan solamente bacterias Escherichia coli (bacilos Gram negativos) o 
Staphylococcus aureus (cocos Gram positivos) los microorganismos han sido aislados. 
10. Si al microscopio se observan distintos tipos de bacterias, realizar nuevamente repiques sucesivos 











Gráfico N° 7-2: Aislamiento de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.en Agar Estándar 
Métodos. 




El antibiograma es un procedimiento que permite conocer la sensibilidad de una bacteria frente a un 
grupo de antibióticos. Se utiliza como medio de cultivo el Agar Mueller  Hinton, un medio de 
crecimiento general utilizado especialmente para este procedimiento de laboratorio. 
 
Preparación del medio de cultivo 
 
Para la preparación del medio se verificó las instrucciones de la caja, donde se indicó que se necesita 
37g para 1 L de agua destilada. Se preparó 300mL para aproximadamente unas  14 a 16 placas de 
agar. 
37𝑔 − − − −1000𝑚𝐿 
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𝑋𝑔 = 11,1𝑔 
 
1. Pesar 11,1g de Agar Mueller  Hinton y disolverlo en 0,3 L de agua destilada. 
2. Calentar en un reverbero hasta ebullición y hervir por un minuto. 
3. Esterilizar en el autoclave a 121ºC por 25 minutos. 
4. Dejar enfriar el medio de cultivo hasta aproximadamente los 40ºC. 
5. Colocar el medio en las cajas Petri estériles. 
6. Esperar a que enfríe y  se solidifique el Agar y codificar. 
Preparación de la escala McFarland. 
La escala McFarland requerida para la comparación en la preparación del inóculo se la prepara a una 
concentración de 0,5% de cloruro de bario, la cual es equivalente a 1,5x108 UFC/mL, concentración 
bacteriana indicada por el Método Kirby Bauer. 
1. En un tubo de ensayo totalmente limpio y estéril colocar 0,05mL de Cloruro de Bario, con una 
pipeta automática de punta amarilla (50 landas o uL). 
2. En el mismo tubo agregar 9,95mL de Acido Sulfúrico al 1%. 
3. Sellar el tubo de ensayo y agitarlo. 
4. Codificar el tubo de ensayo. 
 
Tabla N°2-2: Proporción de los constituyentes para la preparación de la Escala McFarland. 
 






Preparación del inóculo 
 
1. En un tubo de ensayo estéril de 5mL, colocar 4mL de agua destilada y codificarlo en base a 
la muestra que se desee analizar. 
2. Con un hisopo esterilizado tomar de 3 a 5 colonias del Agar Nutritivo. 
3. Tomar el tubo con el agua destilada conjuntamente con el tubo de la Escala McFarland (108 
UFC/mL). 
4. Disolver el contenido del hisopo en el tubo con el agua destilada, hasta alcanzar su 
equivalencia con la Escala McFarland. 
5. Dejar reposar por 10 minutos. 
 
Inoculación en el medio de cultivo Agar Muller Hinton  
 
1. Extraer del refrigerador 20 minutos antes de la inoculación los medios de cultivo a la Cámara de 
Flujo Laminar para que se adapten a la temperatura ambiente. 
2. Sumergir un hisopo estéril en el inoculo y eliminar el exceso en las paredes del tubo. 
3. Tomar el medio de cultivo y estriar lateralmente por todo el Agar. 
4. Girar la placa 90º y repetir el proceso de estriado. 
5. Girar nuevamente 90º y repetir por tercera vez el estriado, cubriendo la placa en su totalidad. 
6. Dejar reposar por 10 minutos para que el inoculo seque y se fije al medio de cultivo. 
 
Colocación de discos de antibióticos e incubación 
1) Una vez secado el inóculo en el Agar, esterilizar la pinza, en el fuego realizando tres toques en el 
mismo. 
2) Sujetar el disco de antibiótico deseado y ubicarlo en el medio de cultivo. 
3) Realizar tres toques suaves sobre el disco para que este se fije en el Agar. 
4) Una vez terminado de colocar el disco esterilizar nuevamente la pinza. 
5) Repetir el mismo procedimiento si se desea colocar más discos de antibióticos sobre el medio, 
ubicándolos a una distancia considerable de alrededor de 45 mm para facilitar la lectura y reporte. 
6) Invertir las cajas que han sido inoculadas e incubarlas en una estufa calibrada a a 35°C durante 





Lectura de resultados 
Extraer los medios de cultivo a una área estéril como la Cámara de Flujo Laminar, en donde se debe 
medir los halos formados por cada uno de los discos, registrar la medición y en base a estas definirlos 
como sensible o resistentes. 
 
 
Figura 10-2: Antibiograma  
Fuente: Trujillo C. 2016  
 
Gráfico N° 8-2: Antibiograma, Método Kirby Bauer en Agar Muller Hinton 

















2.4.9 Tinción Gram   
1. Codificar las placas porta objetos. 
2. Verter una gota de solución salina sobre la placa porta objetos. 
3. Esterilizar él aguja de platino y tomar una colonia bacteriana. 
4. Conjuntamente con la solución estéril estriar sobre la placa. 
5. Flamear la placa tres veces en el mechero para que se fije la muestra. 
6. Sobre una base colocar las placas en un vertedero o lava manos. 
7. Regar sobre la placas cristal violeta y esperar por un minuto. 
8. Lavar suavemente con un chorro de agua. 
9. Regar lugol y esperar por un minuto. 
10. Lavar suavemente con un chorro de agua. 
11. Regar decolorante y esperar por 30 segundos, posteriormente lavar con agua. 
12. Regar safranina sobre las placas, esperar por un minuto y lavar con agua. 
13. Una vez que las placas esten secas, observar al microscopio con una gota de aceite de inmersión 
en el lente de 100X. 
14. Anotar la morfología y el color de las bacterias observadas, para su debida comparación y reporte. 
 
 
Figura 11-2: Tinción Gram 








3. MARCO DE RESULTADOS, ANÁLISIS Y DISCUSIÓN. 
 
Terminado la fase práctica y recolectado los datos obtenidos de los recuentos de UFC/mL,  para los 
distintos microorganismos, siendo estos Staphylococcus aureus,  Coliformes totales,  Escherichia coli 
y Aerobios Mesófilos  en la leche cruda se procede a realizar la tabulación e interpretación de los 
resultados. 
 
Los resultados utilizados en el análisis estadístico corresponden a la media aritmética de los valores  
obtenidos en los muestreos, los cuales se realizaron por triplicado a cada uno de los siete puntos de 
expendio de leche cruda ubicados en el Mercado Víctor Proaño de la ciudad de Riobamba, Provincia 
de Chimborazo. 
 
Es importante notar que la Norma NTE INEN 9. Leche cruda. Requisitos establece que la leche cruda 
debe cumplir con un recuento de microorganismos aerobios mesófilos no mayor a 1,5 x 106 UFC/mL, 
mas no presenta ningún otro parámetro o máximo permisible para microorganismos,  sin embargo, 
esta misma norma declara que la leche cruda para el consumo humano debe tener ausencia de 
bacterias patógenas, razón por la cual se analizan en esta investigación otros microorganismos como 
Staphylococcus aureus,  Coliformes totales y  Escherichia coli, los cuales se comparan con Normas 
Internacionales, y se los analizan por ser los principales causantes de Enfermedades de Transmisión 
Alimentaria, infecciones a nivel del tracto respiratorio, de la piel entre otras. 
 
3.1 Análisis Microbiológico de la leche cruda. 
 
A continuación se exponen los resultados obtenidos del recuento de las UFC/mL de leche cruda 
expendida en el Mercado Santa Rosa, cultivado en cajas Petrifilm 3M, procesadas en base a los 































R1 1 44 39 180 
R2 1 2 2 1 
R3 2 60 50 120 
 
L2 
R1 2 39 36 180 
R2 2 2 1 6 
R3 4 2 2 200 
 
L3 
R1 1 19 17 7 
R2 0 3 2 5 
R3 2 1 1 180 
 
L4 
R1 1 2 1 3 
R2 4 3 2 16 
R3 31 80 60 200 
 
L5 
R1 1 26 22 80 
R2 0 1 1 33 
R3 0 1 1 120 
 
L6 
R1 43 120 110 200 
R2 1 120 80 140 
R3 9 4 2 140 
 
L7 
R1 1 5 4 8 
R2 2 19 14 140 
R3 0 6 4 160 
Realizado por: Carolina Trujillo. 
 
 
En la Tabla N° 1-3 se puede observar los recuentos en UFC/mL de leche cruda, aquí se evidencia la 
elevada contaminación  de este producto lácteo poniendo en manifiesto las condiciones en que ésta 
es extraída, transportada y expendida en el mercado, bajo condiciones deficientes o escasas de 
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higiene, poniendo en riesgo a la población riobambeña que la consume de Enfermedades de 
Transmisión Alimentaria, enfermedades diarreicas agudas, gastroenteritis, entre otras. 
 
3.1.1 Staphylococcus aureus 
 
Se muestran los resultados del recuento en Placas Petrifilm de los siete puntos de expendio por 
triplicado de  Staphylococcus aureus. 
 
Tabla N° 2-3: Recuento de la microbiota analizada en Placas Petrifilm 3M Staph Express para 
Staphylococcus aureus 
 
Punto de expendio Repetición Staphylococcus 
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Gráfico N°  1-3: Recuento de  Staphylococcus aureus en UFC/mL. 
 
Como se puede observar en la Tabla N° 1-3 las medias de las tres repeticiones realizadas a cada uno 
de los puntos de expendio van desde los 0,3x104 (punto de expendio 5) a los 17,7 x104 (punto de 
expendio 6) UFC/mL de leche cruda, es decir en todos los casos estaría por encima del valor máximo 
permisible para el consumo humano establecido por el  Reglamento Técnico 401-2006 Costarricense 
de 500 UFC/mL de Staphylococcus aureus en leche cruda, es importante mencionar que se tomó 
como referencia esta Norma internacional, ya que en nuestro país la Norma NTE INEN 009 de 
requisitos de la Leche Cruda, no establece un valor máximo permisible. 
 
Tabla N° 4-3: Test T para una muestra para determinación de significancia de Staphylococcus aureus 
sobre la Norma. 
 
Prueba de muestra única 
 Valor de prueba = 500 UFC/mL 









2,133 20 0,046 50928,57143 1120,9334 100736,2094 
Fuente: Software SPSS Statistics, IBM 
 
La prueba T de muestra única que permite la comparación de una media de datos como son los valores 
obtenidos de los recuentos de Staphylococcus aureus de las muestras de leche cruda tomadas en los 


























las Normas INEN e internacionales de calidad para lácteos, permite emitir una conclusión con certeza, 
en base al nivel de significancia, y en este caso es de 0,046, el mismo que menor al valor de alfa 0,05, 
por ende podemos decir que los recuentos bacterianos son significativamente mayores al valor 
establecido en el Reglamento Técnico 401-2006 Costarricense de 500 UFC/mL de Staphylococcus 
aureus en leche cruda. 
 
Estos resultados indican que este producto lácteo, el cual es muy consumido en la población 
riobambeña, no está en condiciones o no es apto para el consumo humano, ya que la contaminación 
con  Staphylococcus aureus, pone en grave riesgo la salud del consumidor, exponiendo a este a 
enfermedades de trasmisión alimentaria y demás infecciones que pueden causar inclusive la muerte.  
 
La presencia de Staphylococcus aureus en la leche cruda se debe principalmente a que los ganaderos 
extraen leche de vacas enfermas, con heridas infectadas en las ubres y con infecciones mastíticas, 
posterior a esto se incrementa la carga bacteriana por el inadecuado transporte y almacenamiento para 
el expendio en el mercado, así como también la misma leche al ser un alimento con alto valor nutritivo 
se convierte en un medio de crecimiento bacteriano al no estar en refrigeración. 
 
En una investigación realizada en el año 2003 por Moreno, F., et al., se obtuvieron resultados 
similares en donde al evaluar la presencia de Staphylococcus aureus en muestras de leche cruda de 
bovinos se obtuvieron en el primer muestreo un promedio de 62206 UFC/mL y en el segundo 
muestreo un promedio de 5575 UFC/mL, de igual manera en ambos casos sobrepasan el valor 
permitido por el Reglamento Técnico 401-2006, recomendando así no consumir directamente, sin 
antes haber pasado por un proceso de higienización como congelarla o hervirla antes de consumir 
este producto. 
 
El estudio realizado por Martínez M, et al., en el año 2013, en donde se analizaron 149 muestras de 
leche en dos épocas del año verano e inviernos cuyos promedios de Staphylococcus aureus fueron 
altos de 2.8x 106  y 5.4x105 UFC/mL respectivamente siendo los recuentos similares a esta 










Tabla N° 5-3: Muestras de leche cruda que fermentan el Agar Manitol Salado 
 
 
























R2 *Sin muestra 










R3 *Sin muestra 
* Sin muestra, no presentaron crecimiento en Placas Petrifilm, por ende no se sembró en Agar Manitol Salado 
Realizado por: Carolina Trujillo. 
 
 
El cultivo en Manitol Salado nos permitió confirmar la presencia de Staphylococcus aureus siendo 
esta bacteria con la capacidad de Fermentar el manitol pronunciándose de color rojo a amarillo por el 
cambio del pH del medio de cultivo, dando en todos los casos positivo. 
 
Esta bacteria está relacionada con afecciones principalmente de mucosas como: faringitis, vías 
respiratorias altas,  conjuntivitis, otitis y problemas cutáneos, los cuales representan un grave riesgo 






3.1.2 Coliformes totales. 
 
Se presenta los resultados obtenidos del recuento de Coliformes totales en UFC/mL de leche cruda, 
es importante la evaluación de la presencia de este microorganismo al ser un indicador de las 
condiciones higiénico sanitarias en las cuales se extrae, transporta y expende este producto lácteo en 
el mercado de Santa Rosa. 
 
Tabla N° 6-3: Recuento de la microbiota analizada en Placas Petrifilm 3M para Coliformes Totales 
 
Punto de expendio Repetición Coliformes totales  
x104 UFC/ mL  
Media 
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Como se puede observar el Gráfico N° 2-3 y la Tabla N° 4-3 de los recuentos de UFC/mL de leche 
cruda para Coliformes totales los cuales van desde 7,7x104 a 81,3x104 UFC/mL, sobrepasan el valor 
indicado por el  Reglamento Técnico RTCR: 401-2006 de Costa Rica el cual estable como límite 
máximo permitido de bacterias Coliformes totales 2x103 UFC/mL. 
 
Tabla N° 7-3: Test T una muestra para determinación de significancia de Coliformes totales sobre la 
Norma. 
 
Prueba de muestra única 
 Valor de prueba = 2000 UFC/mL 
t Gl Sig. (bilateral) Diferencia de 
medias 





3,185 20 0,005 264190,47619 91189,7424 437191,2100 
Fuente: Software SPSS Statistics, IBM 
 
El análisis estadístico confirmo nuestra aseveración anterior, es decir que no es apto para el consumo 
humano de forma directa, ya que dicho test muestra un nivel de significancia de 0,005, inferior al 























en la leche está por encima del valor de referencia, lo cual es inaceptable para el consumo ya que 
representa un grave peligro para la salud por su carga microbiana. 
 
Todas las muestras de leche cruda analizadas sobrepasan el límite permitido, lo que indica una leche 
de mala calidad microbiológica y por supuesto no apta para el consumo humano, Coliformes totales 
es un posible indicador de contaminación fecal, por lo tanto para evidenciar o descartar este tipo de 
contaminación se procedió a determinar conjuntamente la presencia de Escherichia coli. 
 
3.1.3 Escherichia coli 
Tabla N° 8-3: Recuento de la microbiota analizada en Placas Petrifilm 3M para Escherichia coli. 
 
Punto de expendio Repetición Escherichia coli 
x104UFC/ mL 
Media 
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Gráfico N°  3-3: Recuento de Escherichia coli  en UFC/mL. 
 
 
Tomando en cuenta que las Normas NTE INEN de nuestro país no disponen de un máximo permisible 
de Escherichia coli  como requisito en leche cruda, se tomó como referencia el Reglamento Técnico 
RTCR: 401-2006 en el cual indica que la cantidad estándar máxima permisible para esta bacteria es 
de 100 UFC/mL valor que en base a la Tabla N° 5-3 todas las muestras están muy por encima de esta 
cifra, ya que el valor mínimo registrado en la media de los recuentos es de 6,7 x104 UFC/mL, y un 
valor máximo en el punto de expendio seis de 64 x104 UFC/mL de leche cruda. 
 
Tabla N° 9-3: Test T para una muestra para determinación de significancia de Escherichia coli  sobre 
la Norma. 
 
Prueba de muestra única 
 Valor de prueba = 100 UFC/mL 
t gl Sig. (bilateral) Diferencia de 
medias 




coli   
3,212 20 0,004 214661,90476 75260,7105 354063,0990 























El valor de la prueba T para la comparación de la media de recuentos de Escherichia coli  con el valor 
de referencia fue de 0,004 lo cual indica que es significativamente mayor a 100UFC/mL de leche 
cruda, valor que es el máximo permisible para el consumo humano, esto muestra una leche con que 
es obtenida y transportada en condiciones totalmente deficientes y por supuesto contaminación fecal, 
al ser este microorganismo un indicador de dicha clase. 
 
En base a estos resultados obtenidos de los recuentos podemos decir que esta leche en ningún caso es 
apta para el consumo humano, por la presencia de Escherichia coli, microorganismo causante de 
múltiples Infecciones Gastroenteríticas, Enfermedades diarreicas agudas y otras. 
 
La presencia de Escherichia coli  en muestras de leche cruda bovina es un claro indicativo de 
contaminación fecal por la falta de higiene en el manejo de los vacunos, la limpieza de las ubres y 
pezones, la falta higiene en mismo operario y dispositivos de ordeño, además de los recipientes en 
los cuales son extraídos y transportados. 
 
Un grupo de investigación boliviano en el año 2013 dirigido por Mariscal P, et al., reportaron que el 
100% (14/14) de las muestras de leche expendidas en los mercados de abasto de Trinidad Bolivia 
presentaron valores mayores al aceptado (200 UFC/mL) para organismos Coliformes, lo que indica 
un producto lácteo de mala calidad microbiológica y no apto para el consumo. 
 
Otra investigación en el año 2015, realizado en Cuba por Martínez A, et al., en donde llevó a cabo el 
estudio microbiológico de la leche cruda de una cadena de producción, arrojando como resultados 
que el promedio de Coliformes totales fue de 1x105 UFC/mL en tanto que Escherichia coli fue 
positiva para el 98% de las muestras, alto recuento que indica las inadecuadas condiciones higiénicas 
que favorecen su crecimiento, y por ende la afectación tanto al mismo producto como al consumidor.  
 
La investigación llevada a cabo por Moreno F, et al., 2007 demostró la relación que existe entre el 
secado de los pezones previo ordeño y la ausencia del secado con respecto a la cantidad de Coliformes 
totales, es así que reportó un recuento de 134.600 UFC/mL en los sistemas productivos carentes de 
secado y 78.026 UFC/mL en los sistemas productivos que practican el secado de pezones, mostrando 







Tabla N° 10-3: Recuento de la microbiota analizada por la Técnica del Numero Más Probable. 
 
Punto de expendio Número de tubos positivos por dilución NMP por mL 
Dilución 10-1 Dilución 10-2 Dilución 10-3 
L1 3 3 2 1100 
L2 3 3 1 460 
L3 3 3 2 1100 
L4 3 3 2 1100 
L5 3 3 2 1100 
L6 3 3 1 460 
L7 3 3 2 1100 
 
Realizado por: Carolina Trujillo. 
 
 
En la Tabla N° 6-3 podemos observar los resultados obtenidos de la Técnica del Número Más 
Probable, resultados que van desde los 460 NMP/mL, hasta los 1100 NMP/mL de leche cruda, estos 
valores son comparados con la norma mexicana NOM-243-SSA1-2010 en la que se establece que la 
leche cruda en los puntos de venta debe contener menos de 20 UFC/mL, valor que es sobrepasado 
por todos los puntos de expendio, corroborando los resultados del recuento en placas Petrifilm. Es 
importante mencionar que se compara con una norma internacional como es la mexicana, ya que en 
nuestro país las Normas NTE INEN solamente indican el procedimiento a seguir para la 
determinación de estos microorganismos, más no los límites tolerables de dichos microorganismos 
para el consumo humano. 
 
La investigación llevada a cabo  por Dávila, et al,  en el año 2006  en donde se analizó la calidad 
microbiológica de la leche cruda, pudiendo manifestar que el recuento de Coliformes totales en leche 
cruda fue elevado, oscilando entre 4.6x104 NMP/mL y 2,4x105 NMP/mL, resultados que muestran 
posibles malas prácticas de manipulación en el ordeño del ganado vacuno en fincas proveedoras de 
leche a la planta o una inadecuada refrigeración inmediatamente después que se ha obtenido la misma 







Tabla N° 11-3: Prueba confirmatoria de Escherichia coli de  NMP en Agar Eosina Azul de Metileno  
 





































Realizado por: Carolina Trujillo. 
 
Para confirmar la presencia de Escherichia coli en las muestras analizadas, y sobre las cuales se 
realizaron el recuento en placas Petrifilm, se procedió a tomar una muestra de los mismos Petrifilm e 
inoculamos en el medio de cultivo Agar Eosina Azul de Metileno, en el cual en todos los casos dio 
colonias Verdes Metálicas Brillantes características de Escherichia coli, concordando estos resultados 









3.1.4 Aerobios mesófilos 
 
Es imprescindible medir la carga microbiana de Aerobios mesófilos, ya que tradicionalmente se les 
ha considerado como indicadores de la calidad higiénica sanitaria de la leche cruda y los productos 
de consumo humano. 
 
 
Tabla N° 12-3: Recuento de la microbiota analizada en Placas Petrifilm 3M para Aerobios mesófilos. 
 
Punto de expendio Repetición Aerobios mesófilos 



































R1 8 102,6 
R2 140 
R3 160 










Gráfico N°  4-3: Recuento de Aerobios mesófilos en UFC/mL. 
 
En nuestro país la Norma NTE INEN 009 de leche cruda, requisitos establece que como límite  
máximo permitido para Aerobios mesófilos 1.5x106 UFC/mL de leche, valor que es superado 
solamente por el punto de expendio N° 6, mientras que los demás puntos se encuentran en promedio 
dentro del rango aceptable de calidad, pudiendo decir que son leches aptas para el consumo humano 
por los recuentos presentados. 
 
Tabla N° 13-3: Test T para una muestra para determinación de significancia de Aerobios mesófilos 
sobre la Norma. 
Prueba de muestra única 
 Valor de prueba = 1500000 UFC/mL 









-2,851 20 0,010 -490952,38095 -850111,8502 -131792,9117 
Fuente: Software SPSS Statistics, IBM 
 
El nivel de significancia de la Prueba T para Aerobios mesófilos fue de 0,01 lo cual es menor al valor 
de alfa 0,05, por ende aceptamos la hipótesis alternativa y podemos enunciar que los valores de los 


























de la ciudad de Riobamba son significativamente mayores al valor establecido en la Norma NTE 
INEN 009 de leche cruda que es de 1500000 UFC/mL de leche cruda por lo tanto bajo ninguna 
circunstancia es aceptable su consumo por representar un riesgo biológico para la salud humana. 
 
Es importante notar también que la norma NTE INEN es flexible con el valor establecido, por lo cual 
se realiza otra comparación con la Norma Venezolana COVENIN la cual indica que una leche de 
calidad premiun debe contener menos de 1x105 UFC/mL, valor que es superado en cambio por todos 
los puntos de expendio, mostrando así que no es una leche apta para el consumo humano al igual en 
todos los casos anteriores. 
 
En el estudio presentado por Rodríguez V, et al., 2015 en el cual reportó que el promedio de mesófilos 
fue de 1.039.216 UFC/mL con un valor mínimo de 1000 y máximo de 9.400.000 UFC/mL, 
manifestando que el alto recuento de mesófilos puede deberse a que el producto no cuenta con tanque 
de refrigeración para la conservación de la leche o por la influencia de malas condiciones higiénicas 
de establos, ausencia de la implementación de prácticas de higienización de pezones, incorrecta rutina 
de limpieza, falta de desinfección de recipientes empleados. 
 
El estudio realizado por Rodríguez V, et al., 2015 demostró  que el promedio de mesófilos fue de 
1.039.216 UFC/mL con un valor mínimo de 1000 y máximo de 9.400.000 UFC/mL, manifestándose 
que el alto recuento de mesófilos puede deberse a que sólo el 2, 01% de las empresas analizadas 
cuentan con tanque de refrigeración para la conservación de la leche o por la influencia de malas 
condiciones higiénicas de establos 
 
En el trabajo elaborado por Luigi, T, et al., 2013, reporto un alto recuento de Aerobios mesófilos 
mencionando que el 75,2% de las muestras analizadas superan el valor establecido en la norma oficial 




Una vez realizados los recuentos bacterianos en las cajas Petrifilm y su posterior confirmación por 
medio del recuento en placa, se procedió al aislamiento de las colonias puras de Staphylococcus 
aureus y Escherichia coli por medio de los repiques para posteriormente incubar en Agar Muller 
Hinton por medio del método Kirby Bauer y así establecer si la bacteria presente en una determinada 





3.2.1 Antibiograma de Staphylococcus aureus 
 








R1 R S R S S S 
R2 S S S S S S 
R3 R S S S S S 
 
L2 
R1 S S R S S S 
R2 R S R S S S 
R3 R S S S S S 
 
L3 
R1 R S R S S S 
R2 - - - - - - 
R3 S S S S S S 
 
L4 
R1 R S S S S S 
R2 R S S S S S 
R3 S S R S S S 
 
L5 
R1 R S R S S S 
R2 - - - - - - 
R3 - - - - - - 
 
L6 
R1 R S R S R S 
R2 R S S S S S 
R3 R S S S S S 
 
L7 
R1 R S S S S S 
R2 R S R S S S 
R3 - - - - - - 
 % 
Resistencia 
76 0 47 0 6 0 
% 
Sensibilidad 
24 100 53 100 94 100 
 












Gráfico N°  5-3: Sensibilidad y resistencia de Staphylococcus aureus 
 
 
Podemos observar en el Gráfico N° 5-3 correspondiente a la sensibilidad y resistencia presentada por 
el Staphylococcus aureus que dicho microorganismo muestra una significativa resistencia a 
antimicrobianos como penicilina en un 76% y ampicilina en un 47%, dos  Betalactámicos claramente 
utilizados por los ganaderos de la región de forma excesiva y sin prescripción por un veterinario. 
 
De acuerdo con el Ministerio de Agricultura, Ganadería Acuacultura y Pesca MAGAP son los 
antibióticos como la penicilina y sus derivados los más utilizados por los ganaderos de nuestro país 
para tratar presuntas infecciones localizadas como la mastitis en su fase inicial y otras de carácter 
sistémico y en un 99 % sin prescripción por un especialista en el área como es un médico veterinario. 
 
Cholca S, et al., en el año 2012, tras la realización de un estudio a nivel nacional comprobaron que  
los antibióticos empleados en el ganado productor de leche con mayor frecuencia son los  
Betalactámicos en un 39% grupo dentro del cual se encuentra la penicilina así como también la 
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3.2.2 Antibiograma de Escherichia coli 
 
 








R1 S S R S S S 
R2 R S S S S S 
R3 R S S S S S 
 
L2 
R1 R S S S S S 
R2 S S S S S S 
R3 R S R S S S 
 
L3 
R1 R S S S S S 
R2 R S S S S S 
R3 S S R S S S 
 
L4 
R1 R S R S S S 
R2 R S R S S S 
R3 S S S S S S 
 
L5 
R1 R S R S S S 
R2 S S R S S S 
R3 R S S S S S 
 
L6 
R1 S S R S S S 
R2 R S R S S S 
R3 S S R S S S 
 
L7 
R1 R S S S S S 
R2 S S R S S S 
R3 R S R S S S 
 % 
Resistencia 
62 0 57 0 0 0 
% 
Sensibilidad 
38 100 43 100 100 100 
 









Gráfico N°  6-3: Nivel de sensibilidad y resistencia de Escherichia coli 
Escherichia coli presenta una resistencia similar a Staphylococcus aureus lo que muestra que la leche 
analizada proviene posiblemente de los mismos bovinos de la región tratados con los mismos 
medicamentos y en condiciones similares, en este caso presenta una resistencia del 62% a penicilina 
y un 57% a ampicilina. 
 
Estos resultados muestran evidencia suficiente para que autoridades de salud pública tomen en cuenta 
y socialicen con los ganaderos, el uso correcto y racional de medicamentos, principalmente 
antibacterianos Betalactámicos, ya que en todos los casos son  fármacos a los cuales presentan 
resistencia los microorganismos.  
 
En el trabajo realizado por Aponte. F., et al., en el año 2007, para observar la resistencia a 
antimicrobianos donde se emplearon 371 muestras de leche cruda de las cuales se aisló  E. coli. Los 
porcentajes de resistencia de Escherichia coli a los antibacterianos fue superior al de esta 
investigación, es así que se demostró 100% de resistencia ante estreptomicina, 86% para ampicilina, 




















% Resistencia % Sensibilidad
 -79- 
 
refleja el uso indiscriminado de antimicrobianos por el escaso o nulo control sobre este problema de 
salud pública. 
 
El aparecimiento de resistencia microbiana tiene como consecuencia varios factores, entre ellos: La 
transmisión de bacterias resistentes desde los bovinos por medio de la leche cruda o los productos 
elaborados con la misma hasta el consumidor, en donde las infecciones producidas por estas son 
mucho más difíciles de tratar, costosas y por ende el nivel de mortalidad puede elevarse, otro factor 
es la disminución o pérdida total de la eficacia en el tratamiento de las infecciones producidas en el 
mismo animal. 
 
Los niveles de resistencia encontrados en los microorganismos estudiados representan claramente un 
inadecuado uso de los antimicrobianos por parte de los ganaderos de la zona, en gran parte por el 
desconocimiento del uso y manejo de los mismos, los cuales al mínimo aparecimiento de infecciones 
como la mastitis que es la más común, suministran a los vacunos grandes cantidades de antibióticos 
sin conocer el agente causal o problemática existente sin la presencia o supervisión  de un médico 
veterinario o profesional que verifique la patología, dosis, seguimiento y otros factores que influyen 





















 Realizado el análisis microbiológico de la leche cruda expendida en el Mercado Víctor Proaño, 
mejor conocido como Santa Rosa, en donde se encontró que el 100% (7/7) de los puntos de 
expendio se encuentran contaminados con niveles de microbiota por encima del límite máximo 
del Reglamento Técnico 401-2006 para Staphylococcus aureus, Coliformes totales y Escherichia 
coli, y en un 14% (1/7) de los puntos de expendio se encuentran sobrepasando el valor establecido 
por la Norma NTE INEN 009 en el caso de microorganismo Aerobios mesófilos. 
 
 Se determinó las UFC/mL de leche cruda para cada uno de los microorganismos analizados, en 
donde se encontró en promedio 5,1x104 UFC/mL de Staphylococcus aureus, 26,6 x104 UFC/mL 
de Coliformes totales, 21,5x104 UFC/mL de Escherichia coli, y 100,9x104 UFC/mL de Aerobios 
mesófilos, cabe recalcar que los recuentos bacterianos se llevaron a cabo en Placas Petrifilm 3M, 
las cuales son acreditadas por a AOAC, agencia regulatoria que valida los procedimientos para 
determinaciones microbiológicas de las Normas INEN. 
 
 El análisis microbiológico mostró claramente las condiciones higiénico sanitarias bajo las cuales 
es extraída, transportada y expendida la leche cruda que se vende en el mercado, manifestando 
condiciones antihigiénicas así como métodos de manipulación inadecuados, falta de aseo en los 
envases y utensilios, por ende falta de Buenas Practicas de Higiene  por lo cual se puede afirmar 
que este alimento no es apto para el consumo humano tomando en cuenta los estándares 
microbiológicos, afirmación que fue aseverada con el análisis estadístico, que indica que los 
conteos microbiológicos se encuentran significativamente  por encima de los valores establecidos 
como máximos permisibles para el consumo. 
 
 Se realizó las pruebas para la determinación de resistencia a antimicrobianos, a partir de 
microorganismos aislados de leche cruda en donde las cepas de Escherichia coli presentaron 
resistencia a penicilina en un 62% y ampicilina en un 57%, y susceptibilidad a  Gentamicina, 
Estreptomicina, Amoxicilina y Acido Nalidíxico. 
 
 Las cepas aisladas de Staphylococcus aureus a partir de la leche cruda presentaron resistencia a 
penicilina en un 76%,  ampicilina en un 47% y Amoxicilina en un 6%, y susceptibilidad a  
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Gentamicina, Estreptomicina, y Acido Nalidíxico, lo que muestra claramente que los antibióticos 
más utilizados y de forma inadecuada son los Antibacterianos Betalactámicos. 
 
 Por los resultados del antibiograma es importante mencionar que al ingerir leche o productos 
derivados de la misma con microorganismos resistentes o restos de antibióticos estos afectan 
directamente al consumidor, ya que tanto infecciones producidas por microorganismos resistentes 
son mucho más difíciles de tratar, más costosos y agresivas,  así como también al ingerir trazas 
de antibióticos puede afectar a la flora bacteriana normal de nuestro cuerpo y si hay un proceso 
infeccioso los microorganismos reconocen el antibiótico y como no es la cantidad suficiente  para 
destruirlos se vuelen resistentes. 
 
 Se realizó la capacitación a los expendedores del mercado Víctor Proaño basada en temas 
relacionados con Sanidad alimentaria, Enfermedades de Transmisión Alimentaria, Buenas 
Practicas de Higiene, Correcto Manejo de Alimentos y demás que permitieron un acercamiento 
con la comunidad y una concientización sobre la adecuada manipulación de los alimentos que se 




















 Los Gobiernos Autónomos Descentralizados de la región en coordinación con el Ministerio de 
Salud Pública y el Ministerio de Agricultura, Ganadería, Acuacultura y Pesca desarrollen 
programas de vinculación con la comunidad agraria productora de leche y se mejoren las  áreas 
de sanidad, manejo eficiente de bovinos, buenas prácticas de ordeño, buenas prácticas de higiene, 
uso racional de medicamentos, entre otros temas. 
 
 Posterior a los programas de vinculación con la comunidad, realizar análisis microbiológicos, que 
permitan evidenciar si los mencionados programas están teniendo un efecto positivo o no en los 
ganaderos de la región. 
 
 La sociedad productora y expendedora de leche cruda a pesar de las prohibiciones ya existentes 
no van a dejar de vender dicho producto, ya que es parte de su sustento económico diario, por lo 
que se recomienda a las autoridades realicen un acercamiento o vinculación que permita impulsar 
















ANTIBIÓTICOS EN LA LECHE: Indica la presencia de antibióticos en lácteos, como restos o 
trazas de penicilinas, oxacilina, otros. 
 
BACTERIAS: Son microorganismos procariotas que presentan un tamaño de unos 
pocos micrómetros (por lo general entre 0,5 y 5μm de longitud) y diversas formas incluyendo 
filamentos, esferas (cocos), barras (bacilos), sacacorchos (vibrios) y hélices (espirilos).  
 
CONTAMINACIÓN BACTERIANA: Es la contaminación producida por los microorganismos 
bacterianos (Salmonella, Listeria, Escherichia coli, etc.). La contaminación bacteriana puede ser 
utilizada como indicador de la calidad o la salubridad de un alimento o del agua. 
 
EPIDEMIA: Es una descripción en la salud comunitaria que ocurre cuando una enfermedad afecta 
a un número de individuos superior al esperado en una población durante un tiempo determinado. 
 
ETAs: Las enfermedades transmitidas por alimentos, mejor conocidas por sus siglas como ETA, se 
refieren a cualquier enfermedad causada por la ingestión de un alimento contaminado que provoca 
efectos nocivos en la salud del consumidor. 
 
FAO: Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación. 
 
OMS: Organización Mundial de la Salud 
 
LECHE: Producto de la secreción mamaria normal de animales bovinos lecheros sanos, obtenida 
mediante uno o más ordeños diarios, higiénicos, completos e ininterrumpidos, sin ningún tipo de 
adición o extracción, destinada a un tratamiento posterior previo a su consumo. 
 
LECHE CRUDA: Leche que no ha sido sometida a ningún tipo de calentamiento, es decir su 
temperatura no ha superado la de la leche inmediatamente después de ser extraída de la ubre (no más 
de 40°C). 
 
MICROORGANISMOS: También llamado microorganismo, es un ser vivo, o un sistema biológico, 
que solo puede visualizarse con el microscopio.  
  
PASTEURIZACIÓN: es un proceso al que son sometidos ciertos líquidos como la leche, para 
eliminar agentes patógenos que podrían enfermar a las personas al consumirlos. Gracias a su uso, las 
infecciones e intoxicaciones alimentarias cada vez son menores. 
 
RECUENTO MICROSCÓPICO DIRECTO: El recuento microscópico directo es una técnica que 
tiene poco uso en el análisis de la leche cruda. 
 
RESISTENCIA BACTERIANA: La resistencia bacteriana es un fenómeno creciente caracterizado 
por una refractariedad parcial o total de los microorganismos al efecto del antibiótico generado 
principalmente por el uso indiscriminado e irracional de estos y no sólo por la presión evolutiva que 
se ejerce en el uso terapéutico. 
 
UFC: Es un valor que indica el grado de contaminación microbiológica de un ambiente. Expresa el 
número relativo de microorganismos de un taxón determinado en un volumen de un metro 
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Anexo A: Toma de muestra de leche cruda 
 
 
Anexo B: Muestras de leche cruda transportadas en cooler al laboratorio  
 
 




Anexo D: Preparación de medios de cultivo 
 
 




Anexo F: Inoculación en placas petrifilm 
 
  




Anexo H: Incubación de placas petrifilm 
 
 





Anexo J: Recuento de Escherichia coli en Placas petrifilm  
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Anexo M: Confirmación de Staphylococcus aureus en agar manitol 
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Anexo T: Aprobación del método estadístico  
 
 
